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In einer Abhandlung in dieser Zeitschrift (236, 205, 1931) konnte ich 
zeigen, dab Stoffe, die die Wachstumsgeschwindigkeit der Avenacole- 
optile beschleunigen, von Bakterien ziemlich allgemein gebildet werden. 
Die Bakterien wurden auf Fleisch-pepton-agar geziichtet ; nachdem sie auf 
diesem Substrat kiirzere oder langere Zeit gewachsen waren, wurden aus 
dem Nihrboden Wiirfelchen herausgeschnitten, die einseitig auf de- 
kapitierten Avenacoleoptilen angebracht wurden. Wenn ein Wachstums- 
regulator in den Wiirfelchen vorhanden ist, wird das Wachstum der 
Coleoptile einseitig beschleunigt, und es entsteht eine Kriimmung, 
deren GréBe bestimmt werden kann. Ferner wurde eine Methode zur 
Darstellung der Wachstumsregulatoren in gréBerer Menge beschrieben. 
Der Nahrboden muB natiirlich bei dem Anfang der Versuche frei 
von Wachstumsregulatoren sein. Als aber das urspriinglich benutzte 
Peptonpraparat aufgebraucht war und ein neues eingekauft wurde, 
zeigte es sich, daB dieses eine ziemlich groBe Menge eines Wachstums- 
regulators enthielt, wie aus den Versuchen | bis 2 hervorgeht. 


Versuch 1. 

5 cem einer 1°. igen Lésung von Witte-Pepton wurden mit der gleichen 
Menge 3°,igem Agar vermischt und die Menge des Wachstumsregulators 
bestimmt. Die Langendifferenz zwischen der konvexen und konkaven 
Seite der Avenacoleoptile [7] war 1.04 mm *. 


Jeder d-Wert ist als Durchschnitt von drei bis fiinf FEinzel- 
bestimmungen berechnet. 
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Versuch 2. 
Derselbe Versuch wie 1. d = 1,88 mm. 


In der Tat ist die Menge des Wachstumsregulators in diesem 
Praparat so groB, daB man mit Vorteil derartige Praparate zur Dar- 
stellung des betreffenden Wachstumsregulators in gréBerer Menge 
benutzen konnte. 


Es war daher von Interesse, zu untersuchen, ob Wachstumsregula- 
toren regelmaBig in Peptonpriparaten vorhanden sind; es zeigte sich 
aber bald, daB dies nicht der Fall ist. Folgende Praparate wurden 
untersucht: Waitte-Pepton (zwei verschiedene Praparate), Pepton 
Riedel, Difco und Chapoteaux. Wenn Lésungen dieser Priparate in 
der unter den Versuchen | bis 2 angegebenen Weise untersucht wurden, 
entstand nicht die geringste Kriimmung der Avenacoleoptile. 


Es fragt sich nun, woher der Wachstumsregulator in dem oben 
erwahnten Praparat von Witte-Pepton stammt. Bekanntlich wird 
das Witte-Pepton durch peptische Verdauung von Fibrin dargestellt. 
Es lag daher nahe zu untersuchen, ob vielleicht Wachstumsregu- 
latoren durch Verdauung von Fibrin oder anderen Eiweibkérpern 
gebildet werden. Es war dies zwar wenig wahrscheinlich, weil 
man dann hatte erwarten sollen, daB alle Peptonpriiparate Wachs- 
tumsregulatoren enthielten. 

Versuch 3. 

lg Fibrin Kahlbaum + 50cem 0,2°% HCl + 0,ig Pepsin wurden 
24 Stunden bei 35° hingestellt. Die Verdauung war vollstandig; die 
Verdauungsfliissigkeit enthielt aber keinen Wachstumsregulator. d = 0. 
In einem entsprechenden Kontrollversuch ohne Pepsin wurde auch keiner 
gefunden. 

‘ Versuch 4. 

10 g Fibrin + 500 cem 0,2°, HCl+ ) g Pepsin wurden 24 Stunden 
bei 35° belassen. Danach wurde die Flissigkeit bis 50 cem eingeengt 
und mit 250 cem peroxydfreien Athers ausgeschiittelt'. 50 ccm der atheri- 
schen Lésung wurden zur Trockne verdampft und der Riickstand mit 
4 ccm Wasser aufgenommen. Trotz der Konzentrierung der Lésung enthielt 
diese keine nachweisbare Mengen des Wachstumsregulators. Im Kontroll- 
versuch ohne Pepsin war auch keiner feststellbar. 


Es geht aus den Versuchen 3 bis 4 hervor, daB die durch die Ein- 
wirkung von Pepsin auf Fibrin entstandenen Verdauungsprodukte 
die Wachstumsgeschwindigkeit der Avenacoleoptile nicht beeinflussen. 
Durch Verdauung von Haimoglobin und Casein wurde auch kein Wachs- 


tumsregulator gebildet. 


1 Niels Nielsen, Jahrb. f. wiss. Bot. 738, 158, 1930. 
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Es ware vielleicht dann die Méglichkeit vorhanden, daB das zu- 
fallige Vorkommen des Wachstumsregulators in dem oben erwahnten 
Praparat von Mikroorganismen herriihren kénnte!. Tatsachlich konnte 
ich bei den Verdauungsversuchen bisweilen beobachten, dai, wenn 
die Fliissigkeiten zufalligerweise mit Pilzen infiziert wurden, sofort 
auch die Bildung eines Wachstumsregulators nachgewiesen werden 
konnte. 


Aus einer solchen infizierten Fliissigkeit wurde ein Pilz mit 
schwarzen Sporen und verzweigten Sterigmen isoliert, ein Aspergillus 
niger, jedoch nicht dieselbe Rasse, mit der in den letzten Jahren im 
hiesigen Laboratorium viel gearbeitet worden ist. Es zeigte sich bald, 
da dieser Pilz, Aspergillus niger, auf Fibrin kultiviert, groBbe Mengen 


eines Wachstumsregulators zu bilden vermochte (Versuch 5). 


Versuch 5. 


2¢g Fibrin 100 cem 0,1°, HCl, nicht autoklavisiert. wurden mit 
Aspergillus niger geimpft und 5 Tage bei 35° hingestellt. d 8.2%. 


Auch auf Casein wird der Wachstumsregulator gebildet, jedoch 


in kleinerer Menge (Versuch 6). 


Versuch 6. 


2g Casein + 100 cem 0,2°, HCl wurden autoklavisiert und mit Asper- 
gillus niger geimpft. Dauer der Kultur 6 Tage bei 35°; die/Entwicklung des 
Pilzes war ziemlich schlecht. 1.09. 


NielsNielsen® fand, daB der von ihm untersuchte Pilz, Rhizopus 
suinus nur bei Kultur auf festem Substrat einen Wachstumsregulator 
zu bilden vermochte. Dasselbe war auch der Fall bei den von mir 
untersuchten Bakterien, wahrend Aspergillus niger den Wachstums- 
regulator auch auf fliissigem Substrat zu bilden vermag (Versuche 7 bis 9). 


Versuch 7. 


10 g Fibrin + 1 g Pepsin + 500 cem 0.2°,, HCl wurden 24 Stunden bei 
35° hingestellt. 100 cem der Verdauungsfliissigkeit wurden autoklavisiert 
und mit Aspergillus niger geimpft. Der Wachstumsregulator wurde in der 
Fliissigkeit in groBer Menge gebildet. d 1.52 mm. 


1 Wenn der Wachstumsregulator. was wahrscheinlich ist. auch die 
Wachstumsgeschwindigkeit der Mikroorganismen beschleunigt. so ist 
wohl das Vorkommen eines solchen Wachstumsregulators in) Pepton 
praparaten als eine vorteilhafte Eigenschaft der betreffenden Praparate 
aufzufassen. Niels Nielsen hat gezeigt, dali das Rhizopin die Wachstums- 
geschwindigkeit der Hefe beschleunigt (Centralbl. f. Bakt. IT. S82. 69. 1930). 

2 Niels Nielsen, 1. c. S. 132. 


i7* 
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Versuch &. 


Derselbe Versuch wie 7. Dauer der Kultur 4Tage. d= 1,73 mm. 


Versuch 9. 
Kontrollversuch zu den Versuchen 7 bis 8. Die benutzte Verdauungs- 
fliissigkeit wurde direkt auf Wachstumsregulatoren untersucht. d= 0. 
Darauf wurde untersucht, ob Aspergillus niger auch bei Ernahrung 
mit anorganischen Stickstoffverbindungen imstande ist, den Wachs- 
tumsregulator zu bilden. Dies war jedoch nicht der Fall (Versuche 10 
und 11). 
Versuch 10. 
Eine Lésung von 5g technischer Glykose + 0,2 g Ca(NO,)., 4 H,O 
0,025 g KH, PO, + 0,025 g¢ MgSO,. 7H,O + 0,025 2 KCI + 1 Tropfen 
einer 10° igen FeCl,-Lésung + 100 cem 0,2°, HCl wurden mit Aspergillus 
niger geimpft. In 4 Tagen entwickelte sich eine kraftige Pilzdecke, ein 
Wachstumsregulator wurde nicht gebildet. d = 0. 


Versuch 11. 


Eine Lésung von 0,05g KH,PO, + 0.05g MgSO,+ 1g Glykose 


+ lg Ammoniumtartrat + | Tropfen einer 1°% igen FeCl,-Lésung 
100 cem 0,2°, HCl wurde mit Aspergillus niger geimpft. Kraftige 


Entwicklung des Pilzes, aber keine Bildung des Wachstumsregulators. 
d= 0. 

Auch die von D. Miiller fiir seine Oxydaseuntersuchungen benutzte 
Rasse von Aspergillus niger vermag einen Wachstumsregulator in 
groBer Meng® zu bilden, ebenfalls bei Kultur auf fliissigem Substrat. 


Versuch 12. 

Die in den Versuchen 7 bis 9 benutzte Lésung von verdautem Fibrin 
wurde mit Aspergillus niger geimpft. Nach 4 Tagen bei 32° erhielt ich fiir 
die Kulturfliissigkeit einen d-Wert von 1,72 mm. 

Auf Lésungen von Malzextrakt (2g in 100 ccm 0,19, HCl) und 
Eieralbumin (2 g in 100 cem 0,1°,, HCl, nicht autoklavisiert ) wurde kein 
Wachstumsregulator gebildet. 

Besonders gut geeignete Substrate fiir die Bildung des Wachstums- 
regulators durch Aspergillus niger sind Lésungen von Pepton, teils mit, 
teils ohne Glykose (Versuche 13 bis 15). 


Versuch 13. 


Eine autoklavisierte Lésung von 2 g Pepton Witte + 0,5 g Citronensaéure 
+ 0,0259@ KH,PO, + 100cem Wasser wurde auf Wachstumsregulatoren 
untersucht. d= 015mm. 25cem der Lésung wurden dreimal mit 
peroxydfreiem Ather unter Zusatz von einigen Kubikzentimetern Alkohol 
ausgeschiittelt. Die vereinigten atherischen Ausziige wurden abgedampft 
und der Riickstand in 25cem Wasser aufgenommen; der d-Wert dieser 
Lésung war 0,11 mm. 
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Eine entsprechende Lésung wurde mit Aspergillus niger geimpft. 
Dauer der Kultur 5 Tage bei 32°. Der d-Wert der Nahrlésung war dann 
1,94 mm: der d-Wert des Atherauszuges war 1,44 mm 


Versuch 14. 
Derselbe Versuch wie 13. 
Eine direkte Untersuchung der N&ahrlésung gab d 0; der d-Wert 
des Atherauszuges war 0,29 mm. 
Nach dreitagiger Kultur von Aspergillus niger auf der Nahrlésung 
war der d-Wert bei der direkten Untersuchung 1,57 mm; der d-Wert 
des Atherauszugs war 1,69 mm. 


Versuch 15. 


Eine autoklavisierte Lésung von 0.5 g¢ Pepton 22 technischer Glykose 
+ 05g Citronensaure + 0,025g KH,PO, + 100cem Wasser gab bei 
der direkten Untersuchung einen d-Wert 0.16 mm. 


Nach finftagiger Kultur von Aspergillus niger war der direkt 
gemessene d-Wert der Nahrlésung 2.19 mm. 


Versuch 16. 

Um den EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf den Nachweis 
des Wachstumsregulators zu untersuchen, wurde der folgende Versuch 
angestellt ?. 

Eine autoklavisierte ‘Lésung von deérselben Zusammensetzung wie in 
Versuch 15 hat ein pH von 3.02. Nach Zusatz vom CaCO, war der 
d-Wert = 0. Der d-Wert des Atherauszuges war nach Zusatz von CaCO, 
gleichfalls . 

Nach fiinftégiger Kultur von Aspergillus niger war der pu-Wert 3.02. 
Nach Zusatz von CaCO, war der d-Wert 1.40. Der d-Wert des Ather- 
auszuges war nach Zusatz von CaCO 1.24 


Mit Hilfe von Kultween des Aspergillus niger auf Peptonlésungen 
wird es méglich sein, den von diesem Pilz produzierten Wachstums- 
regulator in gréBerer Menge darzustellen, in einer viel leichteren Weise 
als mit der in meiner friiheren Abhandlung beschriebenen Methode. 

Auch mit Hamoglobinlésungen als Nahrsubstrat bildet Aspergillus 
niger einen Wachstumsregulator in groBer Menge (Versuche 17 bis 19). 


Versuch 17. 


Eine nicht autoklavisierte Lésung von 2 g pulverisiertem Hamoglobin 
+ 0,.5g Citronenséure + 0,025 ¢ KH,PO, + 100 cem Wasser gab bei 


direkter Untersuchung einen d Wert 0,22 mm 


! Fiir das Rhizopin hat Niels Nielsen (1. c. S. 152) gefunden. dab eine 
Anderung der Wasserstoffionenkonzentration innerhalb weiter (Crenzen 
ohne Einflu8 auf die Wirkung ist. 
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Nach finftagiger Kultur von Aspergillus niger bei 32° war der 
d-Wert der Nahrlésung 1,35 mm. 


Versuch 18. 

Eine Lésung von 2g pulverisiertem Han_oglobin + 9,5 g Citronen- 
séure + 0,025 g KH,PO, + 100 cem Wasser (nicht autoklavisiert) wurde 
mit Aspergillus niger geimpft. Nach fiinftagiger Kultur war der d-Wert 
der Nahrlésung 2,58 mm: nach zehnfacher Verdiinnung war d = 0,80 mm. 


Versuch 19. 

Eine Loésung von 2¢g pulverisiertem Hamoglobin + 100 cem 0,1 °, 
HCl, nicht autoklavisiert, mit Aspergillus niger geimpft. Dauer der Kultur 
7 Tage. Nach zehnfacher Verdiinnung der Nahrlésung war der d-Wert 1,95. 
Es ist dies der gréBte Gehalt an Wachstumsregulator, den ich iiberhaupt 
gefunden habe. 

Um verschiedene Praparate mit Riicksicht auf ihren Gehalt an 
Wachstumsregulatoren vergleichen zu kénnen, ist es notwendig, eine 
Einheit einzufiihren. Als solche benutze ich die Menge, die in 50 ccm 
Wasser + 50 ccm 3°,igem Agar gelést einen d-Wert von 1,0 mm hervor- 
bringen kann, wenn die Kriimmung der Avenacoleoptile bei 17 bis 18° 
stattfindet und die GréBe der Kriimmung nach 4 Stunden gemessen 
wird. Die GréBe der Einheit wird wahrscheinlich mit der Empfindlich- 
keit der fiir die Messungen benutzten Hafersorte etwas schwanken, 
und man wird daher fiir vergleichende Untersuchungen immer dieselbe 
Sorte benutzen miissen. Ferner raiissen die Kulturbedingungen so 
gleichférmig wie méglich sein. Fiir meine Untersuchungen benutze ich 
immer die Hafersorte ,,Gul Nasgaard". 

Als Beispiel einer solchen Bestimmung soll die Messung der Menge 
des Wachstumsregulators in dem oben erwaihnten Praparat von Witte- 
Pepton beschrieben werden. 

Von dem Praparat wurden drei verschiedene Konzentrationen 
hergestellt, die 0,5, 0,25 und 0,125 g Trockensubstanz pro 100 g Wasser 
-+ Agar enthielten. Die d-Werte der drei Lésungen waren 1,8, 1,4 und 
0,68mm. Einer graphischen Darstellung dieser Zahlen kann man 
entnehmen, daB ein d-Wert von | mm durch 0,225 g Praparat in 100 ccm 
Lésung hervorgerufen wird. Das untersuchte Praparat enthalt somit 
4,4 Einheiten pro 1 g. 

In einem zweiten Versuch wurde die Menge des Wachstumsregu- 
lators in demselben Praparat zu 4,0 Einheiten pro 1 g Pepton bestimmt. 


Zusammenfassung, 


Durch peptische Verdauung von Fibrin, Hamoglobin und Casein 
werden keine Wachstumsregulatoren gebildet. 
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Aspergillus niger vermag, auf Lésungen von Pepton oder Hamo- 
globin kultiviert, einen Wachstumsregulator in betraichtlicher Menge 
zu bilden. 

Bemerkenswert ist, daB die Bildung des Wachstumsregulators auch 
auf fliissigem Substrat stattfindet; es ist daher sehr leicht geworden, 
diesen Stoff in gréBerer Menge darzustellen. 


Als Einheit des Wachstumsregulators méchte ich vorschlagen 
diejenige Menge zu benutzen, die in 100 ccm Wasser + Agar gelist 
einen d-Wert von 1,0 mm hervorbringen kann. 














‘ber die Abspaltung von Ammoniak aus Aminosiuren 
und anderen Stoffen im Lichte der Quarzlampe. 


Von 
Fritz Lieben und Fritz Urban. 


(Aus dem Institut fiir angewandte medizinische Chemie der Universitat 
Wien.) 
(Eingegangen am 7. Juli 1951.) 

Seit den grundlegenden Untersuchungen Neubergs! wissen wir, 
daB bei der Belichtung von Aminosiuren durch verschiedene Licht- 
quellen die Abspaltung von Ammoniak im Vordergrund der beob- 
achteten Tatsachen steht. Spatere Arbeiten? auf diesem Gebiet haben 
gezeigt, daB in dem,Abbautempo verschiedener Aminosauren, beobachtet 
nach dem allmahlichen Verschwinden charakteristischer quantitativer 
Farbreaktionen, bedeutende Unterschiede bestehen. Ferner haben 
in véllig anderer Richtung unternommene Versuche eine weitere Aus- 
gestaltung der vergleichenden Untersuchung der Aminosduren in bezug 
auf ihr Verhalten gegeniiber bestimmten Eingriffen erwiinscht erscheinen 
lassen. 

Im folgenden wird das Verhalten der wichtigsten Aminosauren bei 
Belichtung mit einer Quarzquecksilberdampflampe von Heraeus 
(2000 HK, 220 Volt Gleichstrom) beschrieben. In Vergleich gestellt 
wird erstens das Verhalten der einzelnen Aminosaéuren in stéchio- 
metrischen Mengenverhdltnissen in bezug auf ihre Ammoniakabspaltung, 
ferner der EinfluB der sauren und alkalischen Reaktion des Milieus 
bei Aminoséuren in 0,1°,iger Lésung. Beim Tyrosin, Tryptophan und 
Histidin wird anch die neben der NH,-Abspaltung einhergehende 
Zerstérung der Aminosiuren an Hand der bekannten quantitativen 


1 CO. Neuberg u. Mitarbeiter, diese Zeitschr. 18, 305, 1908; 17, 270, 1909; 
29, 279, 1910; 839, 158, 1912; 61, 315, 1914. 

2 F. Lieben, ebendaselbst 184, 453, 1927; 187, 307. 1927; F. Lieben u. 
E. Molnar, ebendaselbst 230, 347, 1930, dort auch Literatur. 
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Farbreaktionen! festgestellt. Angeschlossen werden Beobachtungen 


iiber das Verhalten einiger weiterer Stoffe im Quarzlicht, besonders 
von Substanzen, deren Aminogruppe ihren Sitz am Purinkern (Guanin) 
oder am Benzolkern (Anthranilsaure usw.) einnimmt. 


Il. Versuchsanordnung. 


Der Brenner der Quarzlampe befand sich 15cm senkrecht iiber 
den bestrahlten Lésungen, die in offenen Schalen in jeweils erneuertem 
Eis eingebettet waren. 

Wir gingen zu dieser Versuchsanordnung tiber, nachdem eine gréBere 
Reihe von Versuchen in eisgekiihlten Quarzréhren (mit Vorlagen zum 
Abfangen eventuell entweichenden Ammoniaks) eine aéuBerst geringfiigige, 
exakt nicht feststellbare NH,-Abspaltung gezeigt hatten, obwohl die 
Farbreaktionen bei den vorher erwahnten zyklischen Aminosa&uren einen 
sehr deutlichen Abbau erkennen lieBen. 

Die Bestrahlung dauerte 2 Stunden. Da trotz der erwahnten 
KiihlmaBnahmen eine Erhitzung an der Oberflache der Lésung sich 
nicht vollkommen vermeiden laBt, wurden als Kontrolle Proben in 
Schalen durch 2 Stunden der Temperatur des Brutofens (etwa 37° C) 
ausgesetzt. Diese Temperatur wurde bei den bestrahlten Proben im 
allgemeinen nicht erreicht, ein neben den Schalen angebrachtes Fieber- 
thermometer zeigte gewOhnlich Temperaturen unter 35°C. Die auf 
die Lichtwirkung allein zu beziehende NH,-Abspaltung wurde dann so 
ermittelt, daB von der in der bestrahlten Probe festgestellten NH,- 
Abspaltung der in der Kontrollprobe erhaltene Wert abgezogen wird; 
der letztere war stets gréBer als Null, da (auch ohne vorhergehende 
Erwarmung) die Aminosiuren bei der Destillation mit Magnesia eine 
geringfiigige NH,-Abspaltung aufweisen; meist ergibt iibrigens auch 
fiir sich mit Wasser destilliertes MgO einen kleinen ,,Blindwert*. 

Die Destillation mit reinster Merckscher Magnesia usta erfolgte bei 
simtlichen Proben und Kontrollproben 10 Minuten lang in vorgelegte 
n/100 HCl, in die das Kiihlerrohr eintaucht; weitere 5 Minuten wurde 
dann bei nicht eintauchendem Rohr nachgespiilt: sodann wurde zuriick- 
titriert. 

In den alkalischen Lésungen kann wahrend der Bestrahlung ab- 
gespaltenes Ammoniak natiirlich aus den offenen Schalen entweichen. 
Um diese Mengen festzustellen, wurde der insgesamt vorhandene Stick- 
stofi nach dem Mikro-Kjeldah!-Verfahren bestimmt und der eventuelle 
prozentuelle Verlust berechnet (s. Beispiel 2). Derselbe ist dann zu 
dem aus der Destillation ermittelten Prozentwert der N H,-Abspaltung 


1 0. Firth u. A. Fischer, diese Zeitschr. 154. 1. 1924; O. Firth u. 
Z. Dische, ebendaselbst 146, 275, 1924; K. K. Koessler u. M. T. Hanke, 
Journ. of biol. Chem. 39, 497, 1919. 
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hinzuzuaddieren. Bei den alkalischen Kontrollproben konnte dagegen 
ein solcher N-Verlust vernachlassigt werden, wie wir uns durch spezielle 


Versuche iiberzeugten. 


Il. Bestrahlung iiquivalenter Lésungen. 

Die benutzten Stoffe waren durchweg reine Priparate von Merck 
oder Hofmann-La Roche; als Sensibilisatoren dienten Rose Bengale und 
anthrachinondisulfosaures Natrium (s. Neuberg, |.c.), beide 0,1°, 
in Wasser. 

Be ispiel Zz 

a) 5ceem 0,075°.iges Glykokoll + 1,5cem n/10 HCl] + 0,5cem H,O 

0,lcem anthrachinondisulfosaures Natrium. 

b) Dasselbe als Kontrolle im Brutofen. 

a) ergibt nach der Bestrahlung mit MgO 0,160 mg _ abdestillier- 
bares NH4g: 

b) liefert 0,08] mg; durch die Lichtwirkung wurden abgespalten: 
0,079 mg NH,; aus dem vorhandenen Glykokoll (3.75 mg) sind zu erhalten: 
0,85 mg NH,; davon im Licht abgespalten. 9,4° 


Tabelle I. 





l 2 3 4 
N H3-Abspaltung Abbau, 
Aminosaéure \-Gehalt in % 9 des e-Amino- dureh Farbreaktion 
Stickstoffs bestimmt 

: ' ; 
5eem Glykokoll . . . . 0,075 9,4 — 
5 Gs. owe 0,089 10,4 
5 Asparaginsaiure. . 0,133 7,3 — 
5 Cystin .. a 0,240 32,7 
5 Aven. ..:. 0173 9,4 ( 4,7) -- 
5 , Lysin-2HCl .. . 0,219 20,9 (10,5) 
GS.» apne. 5 we O181 7.1 46.4 
Ss Try ptophan . 0,204 14,0 19,3 
5 , Histidin-HCl, H, 0 0,209 88.0 57,5 


Das Volumen in simtlichen Proben betrug nach Zusatz von n/10 
HCl bzw. H,O stets 7 ccm; als Sensibilisator wurde 0,1 cem anthra- 
chinondisulfosaures Natrium verwendet. 

Die Werte der Tabelle I (Kolonne 3) sind, mit Ausnahme beim 
Tyrosin und Cystin in sawrem Milieu festgestellt. Da, wie in der Folge 
gezeigt wird, die Abspaltung in alkalischem Milieu hinter der in saurer 
Lésung deutlich zuriickbleibt, sind die fiir die beiden genannten Amino- 
siuren angefiihrten Werte im Vergleich zu den iibrigen als Minimal- 
werte zu betrachten. Die Berechnung simtlicher Werte von Kolonne 3 
erfolgte unter der vorliufigen Annahme, daB nur die «-Aminogruppen 
der Aminosduren fiir die Ammoniakabspaltung in Betracht kommen. 
Bei der vorliegenden Versuchsanordnung ist es jedenfalls nicht er- 
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forderlich, anzunehmen, daB andere N-Atome in Aktion treten. Falls 
bei den Diaminoséiuren Lysin und Arginin auch die endstandigen 
Aminogruppen angegriffen werden, wiirde die prozentuale Abspaltung 
natirlich auf die (in Klammern angegebenen) halben Werte sinken. 
Beim Arginin ist aber ein In- Aktion-Treten der N H,-Gruppe des Guanidin- 
restes schon deswegen unwahrscheinlich, da Guanidin selbst (s. unten) 
unter den gegebenen Versuchsbedingungen nicht angegriffen wird. 
Beim Lysin laBt sich die Beteiligung der e-NH,-Gruppen nicht aus- 
schlieBen, worauf sich die bedeutend héhere Abspaltung bei dieser Amino- 
siure vielleicht zuriickfiihren laBt. Neben diesem auffallenden Unter- 
schied ist der hohe Wert beim Cystin und besonders beim Histidin’ 
hervorzuheben. Betrachtet man daneben die Werte fiir den prozentualen 
Gesamtabbau der aromatischen Aminosduren, so ergeben sich offenbar 
keinerlei Beziehungen zwischen der kolorimetrisch feststellbaren Zer- 
stérung einerseits und der Desaminierung andererseits. Jedenfalls 
geht der Angriff auf die Aminogruppe in der Seitenkette und der auf 
den zyklischen Kern der Molekel ganz unabhingig voneinander vor 
sich. 3eim Histidin liuft die Desaminisierung, beim Tyrosin und 
Tryptophan die Kernzerstérung rascher ab. 

Der Gegensatz im Tempo von Abbau und Desaminierung bei den 
beiden letztgenannten Aminosaéuren ist nicht ohne weiteres auf deren 
individuelle Eigenart, sondern auch aut die Reaktion ags Milieus (beim 
Tvyrosin alkalisch!) zuriickzuftihren. } 

Lieben und Molnar? beobachteten bei dem oxydativen Abbau nach 
der Methode von Hehner, daB Histidin bei einer oxydativen Zerstorung 


von etwa 40°, schon ein Drittel seines CGesamtstickstoffs in Form von 
NH, abgegeben hat; dies kann 100°, des Stickstoffs in der Seitenkette 


bedeuten, entsprache also den vorerwahnten, sowie den spater angefiihrten 
Beobachtungen beim Lichtabbau; Tyrosin und Tryptophan verhalten sich 
beim Abbau nach Hehner allerdings anders als in den vorliegenden Ver- 
suchen; Desaminierung und Oxydation nach Hehner gehen nimlich dort 


parallel. 


Ill. Bestrahlung von 0,1° igen Lisungen bei verschiedener Reaktion. 
Einen Vergleich der Desaminierung im Quarzlicht unter obigen 
Versuchsbedingungen bei verschiedener Reaktion des Milieus gibt 
Tabelle II. Bei den angesiuerten Proben wurde nur anthrachinon- 
disulfosaures Na, bei den iibrigen auch Rose Bengale als Sensibilisator ver- 
wendet (Rose Bengale fallt in saurer Lésung aus). Ein Unterschied in der 
sensibilisierenden Wirkung der beiden Stoffe wurde nicht gefunden. 


1 Uber die Wirkung von ultraviolettem Licht auf Histidin vgl. 
F. Ellinger, Arch. f. Pharm. u. Pathol. 158, 120, 1930; ..Strahlentherapie* 


88, 521, 1930. 
2 F. Lieben u. E. Molnar. Monatsh. f. Chem. 53.54) ( Weascheider- 


Festschrift), 1, 1929. . 
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Tabelle 11. 





] 2 3 


N H,-Abspaltung in ©), Abbau 
durch Farb- 


Aminos&ure —— _ : - 
reaktionen 


in sg i 2utrale in bes 
a in _—— m alkalischem timmt 
5eem 0,19 oiges Glykokoll 6.0 2.6 0 - 
5 a Alanin ... 9,0 3,6 0 
5 , 0,1°/sige Asparaginsaiure - 9,9 7,8 
5 0,1.  Glutaminsaure 13,6 10,5 
5 , 0,1%iges Serin. . . . §,2 
o> Sa 4 “Sees. 36.0 
S ~@: M8.» Arginin*® . . 18,0 (9) 
ra = ee 26,0 (13) 
S = Ck w= cee. ~ - 13,8 56,0 
5 , 1 .,  Tryptophan* - 19,0 40) 
& , Gl, kiddin...) 8 101 106 81 


* Bei Arginin, Lysin und Tryptophan erhielten wir bei der N-Bestimmung nach Ajeldaht 
zu niedrige Werte (vgl. fiir Lysin z. B. 8. P. L. Sérensen und A.C. Andersen, Zeitschr. physiol. 
Chem. 44, 429, 1905), die Versuche in alkalischem Milieu werden deshalb nicht angefiihrt 


Die angefiihrten Zahlen stellen Mittelwerte aus einem ziemlich 
groBen Versuchsmaterial dar. 


Die saure Reaktion wurde dadurch hergestellt, daB entweder die 
Aminoséure als Chlorhydrat oder Nitrat vorlag oder eine  berechnete 
Quantitét von n/l10 HCl zugesetzt wurde, die das Entweichen des ent- 
stehenden Ammoniaks in die Luft verhindern muBte. Bei der ,.neutralen‘ 
Kolonne wurde kein Zusatz zu der wasserigen Aminoséurelésung gemacht, 
dabei war die Reaktion nicht durchweg streng neutral, z. B. bei den Di- 
carbonséuren Asparaginséure und Glutaminsaéure natiirlich schwach sauer. 
Bei den alkalischen Proben wurde durch Zusatz von n/10 NaOH im notigen 
Ausma8B, bei Tyrosin und Cystin durch Auflésen in n/50 oder n/ 100 NaOH 
alkalische Reaktion hergestellt. Hier wurde in gieichzeitig mit den Schalchen 
zu NH,-Bestimmung belichteten Proben der N-Verlust nach Ajeldahl 
festgestellt. Bei den erwahnten Kontrollproben konnte, wie oben erwahnt, 
ein solcher Verlust vernachlassigt werden. 


Beispiel 2. 

a) 5cem 0,1°,iges Cystin in n/100 NaOH. 0,1 cem Rose Bengale. 

b) Dasselbe. 

c) Dasselbe als Kontrolle im Brutofen. 

a) liefert nach Bestrahlung mit MgO 0,0948 mg abdestillierbares N H,, 
die Kontrolle c) ergibt 0,0563 mg; durch Lichtwirkung daher abgespalten 
und in der Lésung noch nachweisbar 0,0385mg NH,; aus 5mg Cystin 
kénnen in toto abgespalten werden 0,71 mg, davon in Licht also 5,4°,. Die 
Probe b) ergibt nach Kjeldahl 0,39 mg N, das sind 7,.8°, N-Gehalt im Cystin 
statt berechnet 11,6°,; dies bedeutet einen N-Verlust von 32.8% des 
Gesamtstickstoffs als in die Luft entwichen; hierzu die aus der Lésung 
abdestillierten 5.4°,. in Summa 38,2°,, abgespalten. 





























PAS 


Abspaltung von Ammoniak aus Aminoséiuren usw. 


Ein Vergleich der Werte fiir die einzelnen Aminosdiuren kann 
hier infolge der nichtaquivalenten Konzentrationen nicht durchgefiihrt 
werden. Immerhin tritt der Unterschied zwischen Arginin und Lysin, 
sowie die starke Abspaltung beim Cystin und namentlich beim Histidin 
bei der niedrigen Konzentration besonders deutlich hervor; bei der 
letztgenannten Aminosdéure wird hier auch schon der Kernstickstoff 
angegriffen und zum geringen Teil als Ammoniak abgespalten. Beim 
Glykokoll und Alanin sinkt der Abspaltungswert (bei der Hrhéhung 
der Konzentration von 0,075 bzw. 0,089°,, auf 0,1°,) deutlich ab, bei 
alkalischer Reaktion ist er bei diesen Aminosaéuren gleich Null. £s 
zeigt sich durchwegs, dap die NH,-Abspaltung im sauren Milieu etwas 
rascher vor sich geht als im neutralen bzw. alkalischen. Es steht dies im 
Gegensatz zu der friiher (I. c.) konstatierten bedeutenden Férderung 
des Abbaues der zyklischen Aminosauren im diffusen Tageslicht durch 
alkalische Reaktion. Der Abbau dieser Stoffe im Quarzlampenlicht 
bei verschiedener Reaktion wurde am Histidin genauer untersucht ; 
es ergab sich, da der Wert nach Hanke-Koessler von der sauren ode 
alkalischen Reaktion des Milieus ziemlich unabhdngig ist. 


1V. Bestrahlung einiger weiterer Stoffe mit Aminogruppen. 


Weitere Versuche mit der gleichen Anordnung wie oben veigten, 
daB Guanidin 0,1°,ig als Carbonat bestrahlt in'saurem wnd alkalischem 
Milieu gegen die Quarzlampenbestrahlung resistent ist und kein NH, 
abspaltet. Es war auch keine Andeutung eines Abbaues auf Grund 
der Farbreaktion mit dem Weberschen Reagens! zu erkennen. 

Versuche, den Abbau von Kreatin mit Hilfe der bekannten Methode 
von Folin zu verfolgen, gaben kein klares Ergebnis: bei den Quarz- 
lampenversuchen erwies sich die starke Empfindlichkeit gegen Tem- 
peratureffekte als besonders stérend. 

Es erschien wiinschenswert, auch etwas tiber die Resistenz einer 
am Kern sitzenden Aminogruppe gegen Quarzlampenlicht zu erfahren. 
Auch in diesem Falle ist eine N H,-Abspaltung in saurem und alkalischem 
Milieu zu erzielen, wie aus den Beispielen Guanin und Anthranilsaure 
hervorgeht. Beim Guanin (Merck) ist die (von Neuberg zuerst beob- 
achtete) NH,-Abspaltung wieder im sauren Milieu starker als im 
alkalischen. Die GréBenordnung der Abspaltung ist von der in den 
Seitenketten der meisten Aminosduren beobachteten nicht wesentlich 
verschieden. Dies gilt auch vom Benzidin, in dessen Lésung (als Chlor- 
hydrat) die Sensibilisatoren waihrend der Bestrahlung ausfielen, so dab 
die Resultate mit den bei den anderen Proben gewonnenen nicht 


1 H. R. Marston, zitiert nach Ronas Ber. 36, 584, 1924; C.J. Weber, 
ebendaselbst 42, 108, 1927. 








256 F. Lieben u. F. Urban: Abspaltung von Ammoniak usw. 


streng vergleichbar sind. Anthranilsdure und Benzidin zeigen nach 
der Bestrahlung eine starke Verfdrbung ins Braune. 





N Hg-Abspaltung in ° 9 


Stott in in neu- in alka- Anmerkungen 
saurem tralem = lischem 
Milieu Milieu Milieu 


5eem 01° siges Guanidin . . 0 0) 0 

+ ~ Be < Guanin... 15 8.2 Die Abspaltung ist nur auf 
die am Purinkern sitzende 
N H,-Gruppe bezogen 

5 , 0.1% ige Anthranilsiure 4.2 4,2 


Zusammenfassung. 

1. Um das Verhalten der wichtigsten Aminosiuren bei verschiedenen 
Kinwirkungen vergleichend kennenzulernen, wird in vorliegender 
Arbeit die Ammoniakabspaltung im Lichte der Quarzquecksilberdam pf- 
lampe studiert. Die in Tabelle I wiedergegebenen Werte beziehen sich 
auf aquivalente Lésungen und sind unter der Voraussetzung berechnet, 
daB nur die «-Aminogruppen in Aktion treten. Es zeigen sich be- 
deutende Unterschiede ; am starksten ist die Abspaltung beim Histidin, 
dann folgt Cystin; auf den Unterschied zwischen Lysin und Arginin 
wird hingewiesen; der nach den bekannten kolorimetrischen Farb- 
reaktionen gemessene Totalabbau bei Histidin, Tyrosin und Tryptophan 
geht wnabhangig von der Desaminierung vor sich. 

2. Die in Tabelle II zusammengestellten Werte sind mit 0,1 °,igen 
Lésungen ermittelt und zeigen auBber den vorerwaihnten markanten 
Unterschieden besonders, dafS die NH,-Abspaltung in saurem Milieu 
rascher erfolgt als in neutralem oder alkalischem, wahrend beim Histidin 
die Abnahme der Farbreaktion nach Hanke-Koessler als vom Milieu 
der Bestrahlung ziemlich unabhangig befunden wurde. 

3. Guanidin erweist sich gegen Bestrahlung resistent, es spaltet 
kein NH, ab und zeigt keine Anderung der Farbreaktion nach Marston- 
Weber. 

4. Die NH,-Gruppe am Purinkern (Guanin) und Benzolkern 
(Anthranilsiure, Benzidin) erweist sich im Quarzlicht als in ungefahr 
gleichem MaBe abspaltbar wie eine in der Seitenkette gelegene. 














Der Ammoniakgehalt des Blutes der Frau 


wihrend Schwangerschaft, Geburtsakt und Wochenbett. 


Von 
L. Stanojevie. 


(Aus dem Elsie-Inglis-Laboratorium des physiologischen Instituts der 
medizinischen Fakultét in Belgrad.) 


(Eingegangen am 11. Juni 1931.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die fiir den Ammoniakgehalt des Blutes in der Literatur mit- 
geteilten Werte sind in den letzten Jahren um eine volle Zehnerpotenz 
kleiner geworden. Wahrend Nencki und Zaleski! 0,28 bis 0,30 mg N H,-N 
in 100cem Hundeblut nachgewiesen zu haben glaubten, konnter 
Nash und Benedic'* in derselben Blutart nur 0,07 bis 0,15 mg-°,, NH,-N 
entdecken, und zu noch niedrigeren Zahlen gelangtén Folin und Denis®, 
Barnett* und namentlich Parnas und seine Mitarbeiter®. Fiir das 
periphere Venenblut des Menschen speziell gibt Klisiecki® in einer 
aus Parnas’ Laboratorium stammenden Untersuchung 0,026 mg-°%, 
NH,-N als Mittelwert an, mit einer Schwankungsbreite von 0,011 
bis 0,042 mg-°,. Es sind also mit fortschreitender Vervollkommnung 
der Methodik immer kleinere Ammoniakmengen im Blute gefunden 
worden. 

Diese Tatsache hat einige Forscher (Henriques und Gottlieb’, 
Fontés und Yovanovitch®) zu der Ansicht gefiihrt, daB das zirkulierende 


1 Nencki u. Zaleski, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 35, 385, 1897. 
2 Nash u. Benedict, Journ. of biol. Chem. 48, 72, 1921. 

§ Folin u. Denis, ebendaselbst 26, 505, 1916. 

* Barnett, ebendaselbst 29, 459. 

5 Parnas u. Heller, diese Zeitschr. 152, 1, 1924; Parnas, ebendaselbst 
155, 347, 1925: Parnas u. Taubenhaus, ebendaselbst 159, 298, 1925; Parnas 
u. Alisiecki, ebendaselbst 169. 255, 1926; 173, 224, 1926. 

6 Klisiecki, ebendaselbst 172, 442, 1926; Adlersberqg u. Taubenhaus, 
Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 118, 1, 1926; 121, 35, 1927. 

7 Henriques u. Gottlieb, Zeitschr. f. physiol. Chem. 138, 254, 1924. 

8 Fontés u. Yovanovitch, Bull. Soc. chim. biol. 7, 1044, 1925; C. r. Soe. 


biol. 92. 1406, 1925; Fontés, Bull. Soc. chim. biol. 8, 497, 1926. 
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Blut, physiologische Verhaltnisse vorausgesetzt, tiberhaupt keine 
Ammonsalze enthalte. Nach ihnen bewirkt die Alkaleszenz, die fiir 
die Bestimmung des Ammoniaks unter allen Umstanden erforderlich 
ist, auch bei schonendstem Vorgehen eine Abspaltung dieser Base aus 
anderweitigen Inhaltsstoffen des Blutes: sie betrachten daher die 
im frischen Blute nachweisbaren Ammoniakspuren als Kunstprodukt. 

Fir sein Verfahren lehnt Parnas! diese Auffassung indessen 
energisch ab. Und in der Tat wird sie hier schon dadurch widerlegt, 
daB die Kontrolldestillation, die der eigentlichen Ammoniakbestimmung 
nachfolgt und unter denselben Bedingungen stattfindet wie diese, 
in normalen Fallen vollstandig negativ verlauft. 

Gleichwohl bleibt auch gegeniiber der Methode von Parnas zu- 
nachst ein Bedenken bestehen. Parnas und Heller haben selbst gezeigt, 
daB im Blute sofort nach seiner Entnahme eine Neubildung von Ammoniak 
einsetzt, die erst sistiert, wenn der von ihnen benutzte Boratpuffer 
(pu 9,3) hinzugefiigt wird. Es ist nun zwar richtig, dab sie gerade 
deshalb zwischen der Entnahme des Blutes und seiner Vermischung 
mit der Pufferlésung nicht mehr als 20 bis 30 Sekunden verstreichen 
lassen. Bei der auBerordentlichen Kleinheit der Analysenresultate 
ware es aber immerhin denkbar, dab die in diesem Zeitraum gebildete 
Ammoniakmenge ausreicht, um einen eben merklichen Fehler zu_be- 
dingen. 

Zur Entscheidung der Frage haben wir auf Vorschlag von Prof. 
Burian das Intervall zwischen Entnahme und Pufferung des Blutes 
vollkommen beseitigt. Man erreicht dies, indem man die ammoniakfrei 
gemachte Pufferlésung direkt in die Spritze aufsaugt, die der Blut- 
entnahme dienen soll. 

Im einzelnen gestaltet sich der Vorgang folgendermaBen. Nachdem 
das Gemenge von 2 cem Pufferlésung und 2 cem Paraffin6!] durch Destilla- 
tion im Parnas-Hellerschen Apparat von etwaigen Ammoniakspuren befreit 
worden ist,-nimmt man fiir einen Augenblick das Destillierk6lbchen ab, 
saugt rasch 2 bis 3 cem des Gemenges in eine sterile 5-cem-Npritze, deren 
noch nicht armierter Nadelansatz sorgfaltig vor jeder Beriihrung behiitet 
wurde, verbindet das Kélbchen schnell wieder mit dem Apparat und setzt 
die Nadel mittels Pinzette an die Spritze. Nun werden in letztere genau 
2 ccm Blut aus der Cubitalvene aufgesogen; dann wird der Spritzeninhalt 
durch ein paar wiegende Bewegungen durchgemischt und nach Entfernung 
der Nadel in das nochmals abgenommene K6lbchen gespritzt, worauf der 
Apparat sofort wieder geschlossen wird. Jede Verunreinigung mit etwa 
in der Laboratoriumsluft vorhandenem Ammoniak wird auf solche Art 
zuverlassig verhindert. 

Uber die Ergebnisse, die wir mit dieser Technik an 40 gesunden, 
jungen Individuen (20 Studenten und 20 Studentinnen der Medizin) 


1 Parnas, Bull. Soc. chim. biol. 9, 76, 1926. 
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erhielten, ist andernorts berichtet!. Wir fanden, wie dort ausgefiihrt, 
bei den mannlichen Individuen 0,019 bis 0,042, im Mittel 0,026, bei 
den weiblichen 0,017 bis 0,030, im Mittel 0,023 mg NH,-N in 100 ccm 
Blut®. Es konnte ferner bestatigt werden, dab die Parnassche Puffer- 
lésung, die wir auf das Blut unmittelbar im Moment seines Austrittes 
aus der Vene einwirken lassen, tatsichlich jede Neubildung von 
Ammoniak fiir eine geraume Zeit unterdriickt: erst nach mehr als 
anderthalb Stunden beginnt in der Blutpuffermischung, vielleicht 
infolge Anderung ihres px, die Ammoniakmenge deutlich zuzunehmen. 

Wie man sieht, sind die Werte, die man bei unserer Art des Vorgehens 
fiir den Ammoniakgehalt des menschlichen Blutes erhalt, identisch mit den 
von Klisiecki angegebenen. Das kleine Zeitintervall, das beim Original- 
verfahren von Parnas und Heller zwischen Entnahme und Pufferung des 
Blutes eingeschaltet ist, bedingt also nicht den geringsten Fehler*®. Trotzdem 
haben wir bei den an Schwangeren, KreiBenden und Wochnerinnen aus- 
gefiihrten Bestimmungen, die den Gegenstand der vorliegenden Arbeit 
bilden, an unserer Technik festgehalten. 


Wir untersuchten im ganzen 30 Schwangere, 20 KreiBbende und 
30 Woéchnerinnen. Von den Schwangeren befanden sich 10 im zweiten 
bis siebenten, 20 im achten oder neunten Monat der Graviditat; von 
den Woéchnerinnen gelangten 20 am vierten oder fiinften, 10 am neunteh 
oder zehnten Tag post partum zur Untersuchung. Samtliche 80 Fille 
waren vom geburtshilflichen und klinischen Standpunkt als normal 
zu bezeichnen. 

Die Resultate, die in Tabelle I bis V mitgeteilt sind, gestatten 
folgende Feststellungen. 

1. In den ersten sieben Monaten der Schwangerschaft (Tabelle I) 
entspricht der Ammoniakgehalt des Blutes, mit dem Mittelwert von 
0,025 und einer Variationsbreite von 0,018 bis 0,034 mg-°,, NH,-N, 
durchaus der Norm, wobei zu betonen ist, daB acht von den zehn Zahlen 
der Tabelle I zwischen 0,018 und 0,024 liegen. 


0 


! Stanoyévitch, Bull. Soc. chim. biol. 13, 579, 1931. 

2 Den kleinen Unterschied zwischen den Mittelwerten fiir oc und Q 
halten wir trotz der teilweisen Uberdeckung der Streugebiete fiir reell, da von 
den 20 bei weiblichen Individuen erhaltenen Werten 14, d.h. volle 70°, 
niedriger sind als der Mittelwert fiir oc’. 

® Wie bedenklich dagegen eine Vergr6Berung des Intervalls ist, lehren 
die Ergebnisse von Labbé, Nepveux und Hejda (C. r. Ac. Se. ISS, 738, 1929; 
s. auch Besancon, Les fonctions internes du rein. Paris 1930). Diese Autoren 
fanden mit der Methode von Parnas und Heller im Blute normaler Personen 
durchschnittlich 0,047 mg-°,, NH,-N, also fast doppelt soviel wie A/isieckt 
und wir, und zwar lediglich aus dem Grunde, weil sie zwischen der Entnahme 
des Blutes und seiner Verarbeitung jedesmal 30 Minuten verstreichen 
lieBen. 
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Tabelle I. 








, Versuchs- Gewicht Schwangerschafts- Ammoniakgehalt 

Nr — Alter - Para Sehw yr en en mg-° NH 3-N 
1 Ru. ©. 22 62 lil 2 0,024 
2 Lju. V. 30 62 II 2 0.029 
3 Zo. D. 30 78 lV 7 0,020 
4 St. P 22 53 3 0,018 
5 Da. D. 22 56 Il 2 0,021 
6 Na. T. 32 48 VI 7 0,034 
7 Da. K. 16 48 I 7 0,022 
5S St. N. 32 45 VI 2 0,020 
9 Da. A. 17 59 Ill 3 0.019 
10 Ma. ZI. 30 45 V 4 0,023 

Tabelle 11. 

Nr Versuchs- Alter Gewicht “Sa Schwangerschafts Ammoniakgehalt 

person kg monat mg-° 0 N H3-N 
1 Bo. P. 20 63 l 8 0,039 
2 He. D. 19 54 I 8 0,034 
3 St. Z. 25 a I 8 0,028 
+ Mi. L. 22 80 Ul 9 0,025 
5 Go. M. 27 55 II 9 0,029 
6 Ka. 8. 18 59 I 8 0,032 
7 Lu. L. 26 65 I 9g 0,034 
s Da. G. 27 ~~ i i) 0,026 
9 Bo. 7.) if 55 J 8 0,027 
10 Be. G. 23 43 Ill g 0,020 
11 Kl. O. 30 65 II 9 0,045 
12 Za. Z. 17 44 I 9 0,032 
13 Iv. B. 26 56 I Ss 0.038 
14 Zo. 8. 29 66 I 9 0,030 
15 Je. N. 32 55 IV 8 0,027 
16 Za. 8. 32 76 I 9 0,034 
17 De. A. 25 53 I 8 0,026 
18 Ba. T. 24 52 I i) 0,037 
19 Dr. M. 20 53 I y 0,025 
20 ZI. Z. 29 65 IV 9 0,030 


2. Auch in den beiden letzten Schwangerschajtsmonaten (Vabelle LI) 
besteht keine stairker ausgeprigte Hyperammoniimie, denn auch hier 
iibersteigt kein einziger Wert die von Parnas festgelegte obere Grenze 
des Normalen, d. h. 0,050 mg-°,, NH,-N. Eine leichte Erhéhung des 
Ammoniakspiegels ist aber zweifellos vorhanden. Man erkennt das ohne 
weiteres, wenn man beachtet, daf von den zwanzig in Tabelle II an- 
gefiihrten Zahlen zehn zwischen 0,025 und 0,030 und acht zwischen 
0,032 und 0,039 gelegen sind, wihrend sich die meisten Resultate, die 
wir in unserer vorerwahnten Untersuchung bei zwanzig nicht schwan- 
geren weiblichen Individuen erhielten, ganz eng um die Zahl 0,02: 
gruppierten. Wir miissen hieraus schlieBen, daB der von uns fir die 
beiden letzten Schwangerschaftsmonate gefundene Mittelwert von 

















Ammoniakgehalt des Blutes der Frau usw. 261 


0,031 mg-°,, NH,-N eine geringfiigige, aber reelle Erhéhung des 
Ammoniakspiegels im Blute der Hochschwangeren zum Ausdruck 
bringt. 

3. Sehr deutlich gesteigert ist der Ammoniakgehalt des Blutes wahrend 
des Geburtsaktes (Tabelle 111). Der Mittelwert betragt hier 0,052 mg-°,, 
NH,-N. Die Einzelwerte sind allerdings auf einen breiteren Bereich 
verstreut, sie gehen von 0,034 bis 0,070 mg-°,, aber die tiberwiegende 
Mehrzahl (fiinfzehn von den zwanzig Zahlen der Tabelle 111) liegt doch 
zwischen 0,045 und 0,057. Drei Werte sind gréBer (0,066, 0,069, 0,070), 
zwei kleiner, doch immerhin weit tiber dem normalen Mittelwert ge- 
legen (0,040, 0,034). Es sei darauf hingewiesen, daB wir keinen Unter- 
schied zwischen Eréffnungs- und Austreibungsperiode gemacht haben. 
Auch sei besonders hervorgehoben, daB samtliche intra partum unter- 
suchte Frauen, bis auf eine, Erstgebarende waren, daB die Wehen 
in allen Fallen bereits einige Stunden gedauert hatten, und daB die 
Entbindung entweder unmittelbar oder doch bald nach der Unter- 
suchung erfolgte. 

Tabelle IIT. 





Nr. Versuchs- Alter Gewicht Risen Ammoniakgehalt 
poem kg mg-°/9 NH -N 
1 Dr. P. 19 62! I 0,052 
2 Gi. L 24 5D I 0,070 
3 Zo.8 22 75 I 0,050 
4 Ma. H. 24 42 I 0.048 
5 Am. Z. 22 73 I 0.034 
6 De. A. 17 53 I 0,066 
7 OL. O. 17 39 I 0.049 
8 MiB 26 67 I 0,057 
4 Lu. J. 18 50 I 0,050 
19 Kr. P. 30 90 VII 0.046 
11 Jo B van) 51 I 0.045 
12 Zo. 8. 29 66 I 0,050 
13 Ra. D 16 50 I 0.053 
14 Ra. N 20 68 I 0,055 
15 Ma. N. 28 60 I 0.040 
16 Te. K. 29 60 | 0.047 
17 Ga. B 22 56 I 0.946 
18 Liu. M 22 54 I 0.069 
19 An. Lj 26 54 I 0,053 
20 Vu. V. 19 59 I 0.053 


4. Am vierten und fiinften Tage post partum ist der Ammoniak- 
spiegel des Blutes in der Regel noch nicht voéllig zur Norm zuriick- 
gekehrt. Der Mittelwert, 0,030 mg-°,, NH,-N, deckt sich mit dem 
fiir die beiden letzten Schwangerschaftsmonate konstatierten, doch 
ist die Streuung der Einzelwerte ein wenig breiter: 0,018 bis 0,047 mg-° ,. 
AufschluBreich ist eine nihere Betrachtung der Verteilung der Werte. Es 
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liegen namlich von den zwanzig Zahlen der Tabelle 1V sieben zwischen 
0,018 und 0,024, entsprechend dem Streugebiete der Normalwerte, 
neun zwischen 0,025 und 0,035, entsprechend dem Hauptstreugebiet 
der Werte in der letzten Zeit der Graviditat. Die vier restlichen Zahlen 
sind gréBer, sie bewegen sich von 0,041 bis 0,047. Offenbar spielen hier 
individuelle Verhaltnisse eine Rolle, in dem Sinne, daB die am Ende 
der Schwangerschaft bestehende Vermehrung des Blutammoniaks 
bei einigen Frauen schon im Laufe der ersten vier bis fiinf Tage post 
partum vollstandig abklingt, wihrend bei anderen hierzu eine etwas 
langere Zeit erforderlich ist. 

5. Am neunten und zehnten Tage des W ochenbettes endlich (Tabelle V) 
ist die ErhGhung des Ammoniakspiegels im Blute ausnahms- und restlos 
beseitigt. Der Mittelwert von 0,025 mg-°,, NH,-N, die Variations- 
breite der Einzelwerte von 0,020 bis 0,037 mg-°,, ihr Hauptstreu- 
gebiet von 0,020 bis 0,024 (sieben Falle von zehn) — all das entspricht 
vollkommen der Norm. 

Im nachstehenden Diagramm veranschaulichen wir die Bewegung 
der Mittelwerte des Blutammoniaks wahrend Schwangerschaft, Geburts- 
akt und Puerperium, so wie sie sich aus dem Gesagten ergibt. 


‘ | Abb. 1. 
Mittelwerte fiir den Ammoniakgehalt 
Mi ¥ des Blutes weiblicher Individuen. 
1. Nichtschwangere, 2. zweiter bis 
GUse siebenter Schwangerschaftsmonat, 
* 3. achter u. neunter Schwangerschafts- 
— monat, 4. Partus, 5. und 6. fiinfter 
yruss 8 8 bzw. zehnter Tag nach der Entbindung. 








‘DaB diese Bewegung der Mittelwerte keinen zufalligen Charakter 
hat, lehrt Tabelle VI, die tiber zehn Faille berichtet, in welchen die 
Bestimmung des Blutammoniaks an ein und derselben Versuchsperson 
vor und waihrend bzw. wahrend und nach der Entbindung vorgenommen 
wurde. Man sieht, daB die Bewegung der Einzelzahlen mit jener der 
Mittelwerte ohne jede Ausnahme gleichsinnig verliuft. Stets vorhanden 
ist namentlich die ,,akute‘’ Erhéhung des Ammoniakspiegels im Blute 
wahrend des Geburtsaktes. 

Soweit uns bekannt ist, wurde der Ammoniakgehalt des Blutes von 
Schwangeren, KreiBenden und Wochnerinnen in neuerer Zeit nur von 
Bock' untersucht. Seine Resultate stimmen in bezug auf den Sinn der 
Bewegung der Mittelwerte mit den unserigen iiberein. Aber, merkwiirdig 
genug, hinsichtlich der absoluten GréBe und der Strewungsbreite besteht 
zwischen seinen und unseren Zahlen ein gewaltiger Unterschied. 


1 Bock, Arch. f. Gynakol. 140, 1, 1930. 
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Tabelle V. 


Tag nach 


> OLCOTT He CrOotHe CLOT OOM CLOT or 


Orororor 


der Entbindung 


Ammoniak 


gehalt 


NH 


0.025 
0.019 
0,024 
0.033 
0.018 
0.029 
0.033 
0.047 
0.043 
0,030 
0,032 
0,035 
0,024 
0.043 
0,022 
0,030 
0,041 
0.024 
0,029 
0.022 





Versuchs- 
person 


Je. K. 


Je. 
De 
Le 
Lju 
Mi 
Le. 


Lju. Z. 
Ju. N. 
Ju. S 


Gewicht 


Para 


kg 


59 


62 
53 


I 
I 
I 
I 
I 
53 I 
I 
I 
I 
I 


Tabelle VI. 


Tag nach der 
Entbindung 


Ammoniak- 
gehalt 


NH,-} 


0.028 
0.021 
0.020 
0,022 
0,022 
0,023 
0,030 
0.037 
0.020 
0.024 





CM DNOOF We 


os 


Versuchs- 


pers¢ yn 


Liu. L. 
Zo. 8. 
De. A. 
Liu. I 
Dr. P. 
Jo. B. 
Te. K. 
Je. B. 
Je K 


Le. P. 


Alter 


26 
29 
17 
15 
1y 
20 
29 
26 
20 


< 


24 


Ammoniakgehalt in mg-® 


Para Einige Tage 


vor der 


Entbindung 


0.034 
0,030 


puede feed pee fem fe) feed bee fend nd 


Partus 


0.050 
0,066 
0,050 
0,052 
0,045 
0,047 


5 Tage 
nach der 


| Entbindung 


0,033 
0.035 
0.047 
0.0380 
0.024 
0.032 
0,022 
0,033 
0,029 
0.043 


N 


10 Tage 


nach det 
Entbindung 


0,920 
0,022 


0.021 
0.028 
0,022 
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Bock findet in 100 cem Cubitalvenenblut weiblicher Individuen folgende 
NH,-N-Mengen in Milligramm: 
auBerhalb der Schwangerschaft 


(10 Félle) . . ..... =... . 0,178 bis 0,490, im Mittel 0,293 
zweiter bis fiinfter NSchwanger- 

schaftsmonat (20 Faélle). . . . . 6,192 ., 0,664, ,, - 0,314 
siebenter bis neunter Schwanger- 

schaftsmonat (22 Falle). .. . . 0,112 ,, 0,650, ,, - 0,401 
Eréffnungsperiode (17 Falle). . . . 0,051 ,, 0,651, ,, = 0,374 
Austreibungsperiode (20 Falle). . . 0,128 ,, 0,947, ,, ai 0,501 


fiinfter Tag des Wochenbettes 
RT estan oe 6 bh es ORR Y OR Sf es 0,347 


Diese Werte lassen sich mit den vor 30 Jahren als giiltig angenommenen 
vergleichen, nicht aber mit den heute anerkannten. die zehnmal kleiner sind. 
In der Tat. hatten die von Bock berechneten Mittelwerte nicht fiir 100, 
sondern fiir 1000 cem Blut zu gelten, so wiirden sie den unserigen ganz 
wesentlich naher liegen. 

Wir glauben den GréBenunterschied zwischen den Ergebnissen von 
Bock und uns auf die Verschiedenheit der Methodik zuriickfiihren zu miissen. 
Bock enteiweiBte das Blut nach Folin-Wu und unterwarf das Filtrat einem 
modifizierten Permutitverfahren mit anschlieBender Nesslerisation. Wer 
aus Erfahrung weiB, wie schwer und wie auberordentlich wichtig es ist, 
jede ,,Infektion** der Blutproben mit Ammoniak zu verhiiten, wird vor 
den Manipulationen, die bei dieser Technik der eigentlichen Bestimmung 
vorausgehen, eine gewisse Scheu empfinden. AuBerdem aber haben Parnas 
und Heller (l. ec. S. 21) gezeigt, daB die EnteiweiBung des Blutes nach Folin- 
Wu an sich eine Abspaltung von Ammoniak bewirkt. Vielleicht ist auch von 
EinfluB, da Bock sich des Dubosqschen, nicht des viel empfindlicheren 
Wolffschen Kolorimeters bediente (wir benutzten wie Parnas und seine 
Schule das letztgenannte Kolorimeter mit Réhren von 7.5 mm lichter 
Weite). Jedenfalls ist sicher, daB die Zahlen von Bock zu groB, nicht die 
unserigen zu klein sind, da wir, Parnas folgend, jeder Bestimmung eine 
Kontrolldestillation nachschickten, deren negatives Ergebnis regelmaBig 
bewiés, daB die Proben kein abdestillierbares Ammoniak mehr enthielten. 
~~ Sehr eigentiimlich sind auch die Streuungsverhaltnisse der von Bock 
mitgeteilten Werte. Wir wollen dies an Hand der Zahlen dartun, die 
einerseits fiir die ersten Schwangerschaftsmonate, andererseits fiir die 
Austreibungsperiode angegeben sind, fiir die Zeitabschnitte also, in denen 
die Mittelwerte des Blutammoniaks die gr6Bte Spannung aufweisen. Von 
den insgesamt 20 Zahlen, die Bock fiir jeden dieser beiden Zeitabschnitte 
anfiihrt, liegen 

in der Schwangerschaftsfriihzeit 18 zwischen 0.193 und 0,402 


2 a 0,523 ,, 0,664 
in der Austreibungsperiode ll i 0,128 ,, 0,421 
4 of 0.506 .,, 0,658 
5 Re 0,768 ,, 0,947 


Es qgehéren somit 15 in der Austreibungsperiode gefundene Werte denselben 
Streuungsgebieten an wie die 20 Zahlen, die aus den ersten Schwangerschajts- 
monaten stammen. Das Mittel jener 15 Werte betragt 0,387. Wiirde man 
also die fiinf besonders groBen Zahlen der Austreibungsperiode nicht mit- 
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rechnen, so bekaéme man einen von den tibrigen kaum verschiedenen Mittel- 
wert — sie allein sind es, die ihn auf 0,501 erhéhen! Ob unter solchen 
Umsténden das Errechnen von Mittelwerten tiberhaupt noch zulassig ist, 
erscheint zweifelhaft. 

Beim Kaninchen haben schon Parnas und Heller (1. e. S. 14) eine Ver- 
mehrung des Blutammoniaks waéhrend der Graviditat festgestellt. 


Fragen wir nach der Ursache der kleinen, aber deutlichen Zu- 
nahme, die der Ammoniakgehalt des Blutes gegen Ende der Schwanger- 
schaft erfahrt, so liegt es nahe, an die von verschiedenen Autoren? nach- 
gewiesene latente Azidose der Schwangeren zu denken, wobei es nichts 
zur Sache tut, ob man fiir dieselbe nervése Faktoren? oder Verainderungen 
im Stoffwechsel der Leberzelle? verantwortlich macht. Schon aus 
alteren Beobachtungen ist ja zu schlieBen, daB das Ammoniak bei 
den Neutralisationsvorgingen im Organismus und bei der Erhaltung 
der Alkalireserve eine Rolle spielt*. Aus neueren Versuchen, die 
Parnas und Klisiecki (1. c., 173) sowie Adlersherg und Taubenhaus 
(l.c¢., 121) an Kaninchen ausgefiihrt haben, geht ferner hervor, 
daB der Ammoniakgehalt des Blutes durch Séurezufuhr gesteigert 
werden kann. Der Uberschu8 stammt in diesem Falle, wie die ver- 
gleichende Untersuchung des Lebervenen- und Carotisblutes ergab, 
aus der Leber entsprechend der lingst geliufigen Vorstellung, dab 
durch die Saure ein Teil des der Leber zugeftihrten bzw. in ibr ge 
bildeten Ammoniaks der Umwandlung in Harnstoff entzogen wird. 
Man kénnte somit annehmen, die Vermehrung des Blutammoniaks 
im achten und neunten Monat der Graviditat sei bellingt durch di 
Schwangerschajtsazidose und den Austritt von Ammoniak aus der Leber®. 


Es besteht indessen noch eine ganz andere Méglichkeit. Parnas und 
Klisiecki tanden namlich bei trachtigen Kaninchen im Blute der V. uterina 
ausnahmslos mehr Ammoniak als im Blute der V. jugularis oder der A. ca- 
rotis. Bei einem kurz vor dem Wurfe stehenden Tiere enthielt das Blut 
der V.uterina sogar 0,28 mg-°,, NH -N, also das Zehnfache des Normalen. 


1 Vgl. Hasselbalch u. Gammeltoft, diese Zeitschr. 68, 206, 1915. 

2 Bokelmann u. Rother, Zeitschr. f. Geburtsh. 86, 329, 1923. 

* Clogue, Contrib. a étude des fonctions du foie ete., in: Legons du 
jeudi soir & la clinique Tarnier, 115ff., Paris 1924. 

' Vel. z. B. Ambard u. Schmid, La réserve alcaline, 33ff., Paris 1923. 

5 Noch mehr als durch Saéure wird die Harnstoffbildung in der Lebet 
durch Sauerstoffmangel geschaidigt. In der Tat kénnen bei Anoxaémie, 
wie Parnas und Klisiecki an Kaninchen gezeigt haben, groBe Mengen von 
Ammoniak die Leberschranke durchbrechen und in die allgemeine Zirkulation 
gelangen. Leichte St6rungen in der Sauerstoffversorgung der Leber scheinen 
jedoch wirkungslos zu sein; auch beim Menschen fiihren wohl nur héhere 
Grade von Hypoxamie zu merklicher Vermehrung des Blutammoniaks 
(Adlersberg u. Taubenhaus). Wir glauben dieses Moment daher bei der Er- 


érterung unserer Frage beiseite lassen zu sollen. 
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Es ist demnach durchaus méglich, daB das kleine Ammoniakplus im Cubital- 
venenblut der Schwangeren nichts mit der Leber zu tun hat, sondern un- 
mittelbar vom graviden Uterus und seinem Inhalt herriihrt. 


All dies erklirt uns aber noch nicht den plotzlichen Anstieg des 
Blutammoniaks intra partum. Hier darf man den mabgebenden Faktor 
vielleicht in der Wehentatigke:t erblicken, d.h. in der Aktivitaét einer 
ganzen Reihe verschiedenartiger Muskeln. Durch Untersuchungen 
von Embden und Parnas und ihrer Schulen ist erwiesen, dal} der quer- 
gestreifte Muskel bei seiner Konstraktion erhebliche Mengen yon Am- 
moniak bildet und wenigstens teilweise an das Blut abgibt. Wir selbst 
haben in der friher erwahnten Abhandlung gezeigt, daB der Ammoniak- 
gehalt des menschlichen Cubitalvenenblutes durch Muskelarbeit von 
mittlerer Intensitat und Dauer auf mehr als das Doppelte erhéht wird, 
um dann im Laufe zweier Ruhestunden wieder den Ausgangswert 
zu erreichen!. Ob Ahnliches auch fiir die Tatigkeit glattmuskeliger 
Organe, speziell des Uterus, gilt, ist freilich nicht sicher. Man mub 
jedoch bedenken, daB wahrend der Wehen auch quergestreifte Muskeln 
intensive Arbeit leisten und daher mehr Ammoniak erzeugen diirften 
als de norma. Gerade Fille, wie die der Tabelle III, in denen es sich 
um Erstgebaérende handelte und die Wehen schon mehrere Stunden 
gedauert hatten, legen die Vermutung nahe, dag die akute Hyper- 
ammonidmie der Kreipenden muskuldren Ursprungs sein kénnte. Hiermit 
wiirde auch iibereinstimmen, daB sie gleich der durch Muskelarbeit 
bewirkten im Laufe weniger Stunden abklingt. ‘Tatsachlich enthalt 
das Blut schon kurze Zeit nach der Entbindung nur noch soviel 
Ammoniak wie in den_ letzten Schwangerschaftsmonaten  (siehe 


Tabelle VII, Kolonne 4 und 5). 


Auch damit sind aber nicht alle Méglichkeiten erschoépft, vielmehr 
bleibt zu erwaigen, ob die Vermehrung des Blutammoniaks der Schwan- 
geren und KreiBbenden nicht vielleicht auf Kosten der sogenannten 
,Ammoniakmuttersubstanz erfolgt, durch deren Zersetzung die Neu- 
bildung von Ammoniak im isolierten, d. h. dem Kreislauf entzogenen 
Blute bedingt ist. 


‘ Unsere Versuchspersonen arbeiteten 1 Stunde lang mit dem elektri- 
schen Bohnerapparat. Es bildet daher keinen Widerspruch zu obiger 
Feststellung. wenn Parnas, Mozolowski u. Lewinski (diese Zeitschr. 188, 
18, 1929) nach sekunden- bis minutenlang dauernder Arbeit einzelner 
Muskelgruppen keine allgemeine Hyperammoniamie finden, sondern bloB 
eine lokale Zunahme des Ammoniaks in dem aus den tatigen Muskeln ab- 
strémenden Blute; vielmehr wird hierdurch nur um so wahrscheinlicher, 
daB auch die leichte allgemeine Hyperammoniiémie unserer Versuchs- 
personen muskulérer Herkunft ist und nicht etwa mit einer .,Arbeits- 
azidose** zusammenhéngt (s. auch Anm. | auf 8S. 270). 
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idlersberg and Taubenhaus tinden 
fiir die Ammoniakstickstoffmenge, die 
bei 37°C im isolierten menschlichen 
Blute gebildet wird, einen Endwert 
Dieser Wert soll 


im Laufe von 24 Stunden erreicht 


von etwa 2 mg- 


werden und sich beim weiteren Stehen 
des Blutes nicht mehr andern. Wu 
sind in unserer mehrtach erwihnten 
Untersuchung zu etwas abweichen 
den Ergebnissen gelangt. Wir fanden, 
daB sich der NH,-N des menschlichen 
Blutes bei 20° im Laufe eines Tages 
auf ein Niveau von durchschnittlich 
OSS mq- einstellt, was einer Neubil 
dung von etwa 0,85mg-°, entsprichit ; 
in den einzelnen Blutproben varieren 


die Werte von 0.6 bis | mg- . bleiben 
aber weiterhin unverandert. auch 
wenn man die Proben noch tagelang 


Bei 37° 


stehenlaBt ?. dagegen enthalt 
das Blut nach 24stiindiger Inkubation 
im Mittel 7,53 mg-°.. NH.-N. und in 
den nachsten Tagen’ nimmt der Wert 
noch zu bis auf 2, ja selbst 2.5 mg 

Auf Grund dieser, sowie anderer 
Beobachtungen tuber die Neubildung 
von Blutammoniak bei verschiedenen 
Temperaturen auberten wir die Ver- 
mutung, daB die Ammoniakmutter- 
substanz aus zwei Komponenten be- 
stehe: einer ammonigenen Materie A, 
die schon bei Zimmertemperatur und 
im Laufe eines Tages ihr gesamtes 
abspaltbares Ammoniak hergibt, und 
einer ammoniogenen Materie B, deren 
Zersetzung bloB bei héherer Tem- 
peratur merklich wird, daffir aber 
langer anhalt, z. B. bei 37°. obwohl 
anfangs ziemlich schnell verlaufend, 
erst nach mehreren Tagen beendet ist. 


Es darf in diesem Zusammenhang 


1 Parnas (1. ¢., 155) fand = in 
menschlichem Blute, das 23 Stunden 
bei 17° gestanden hatte, gleichfalls 


NH,-N 


nur 0.74 mg-° 
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vielleicht daran erinnert werden, daB nach .Wozotowski' nur ein Teil des im 
isolierten Blute neugebildeten Ammoniaks aus dem Adeninnucleotid der 
Erythrocyten herstammt. 

Wie verhalten sich nun die ammoniogenen Materien wahrend 
Schwangerschaft, Geburtsakt und Wochenbett? Wir haben diese: 
Frage einige Versuche gewidmet, in denen die Blutproben in sterilen 
teagenzglisern, die mit ein paar Kristallen ammonfreien Natrium- 
oxalates beschickt waren, entweder 24 bis 26 Stunden bei 37° gehalten 
wurden oder mehrere Tage lang bei Zimmertemperatur stehenblieben 
Am Ende jedes Versuchs tiberzeugten wir uns durch Abimpfung von 
der unverinderten Keimfreiheit der Proben. Die Analysenresultate 
sind mitgeteilt in Tabelle VIII. Zieht man von den Werten, die dort 
unter der Uberschrift ,,AMS 4 praformiertes Ammoniak* angefuhrt 
sind, die Zahlen der sechsten Kolonne ab, die das priformierte Am- 
moniak betreffen, so erhalt man fiir den neugebildeten NH,-N, iiber- 
sichtlich zusammengefaBbt, foleende Werte (in mg-°.,): 





Temperatur 20° Pemperatur 37 
Zahl Livdesaninal Mittel- Zahl G ad Mittel 
der Fille Sento srduireare wert der Fall rene wer wert 
Schwangerschaft . 10 0,600—-1,275 O,880 7 0,907—1,3840 1,080 
ON as Se 5 0,591—0,887 0,771 5 0.967—1,3893 1,124 
Wochenhett . . 7 0.689—1.105 O89] & 0.961-——1.360 1.164 


Wie man sieht, ist der Mittelwert des bei 20 gebildeten Ammoniaks 
fiir die intra partum entnommenen Blutproben ungewbhnlich niedrig. 
Es ware indessen verfriiht, hieraus zu schlieBen, dab die plotzliche 
Vermehrung des aktuellen Blutammoniaks, die zu dieser Zeit eintritt, 
auf Kosten der ammoniogenen Materie A geschehe. Das laBt sich 
schon deswegen nicht behaupten, weil die in denselben Proben bei 
37° gebildeten Ammoniakmengen durchaus unverkleinert sind, man 
also annehmen miibte, daB hier die Verminderung der ammoniogenen 
Materie A verdeckt wird durch gesteigerten Zerfall der Materie B. 
Unsere Statistik ist offenbar zu klein, um bestimmte Schliisse zu 
gestatten. 

Auch Bock findet den Gehalt des Blutes an AMS in der Austreibungs- 
periode verringert. Seine Zahlen sind jedoch mit den unseren nicht ver- 
gleichbar, nicht nur wegen des Unterschieds der Methodik. sondern auch 
aus dem Grunde, weil Bock die Ammoniakbildung bei 0° vor sich gehen heB 
(die Proben wurden 24 Stunden im Eisschrank gehalten). Ubrigens besteht 
nach Bock in den letzten Schwangerschaftsmonaten eine ebenso starke 
Verminderung der AMS wie intra partum: in unserer Tabelle ist hiervon 
durchaus nichts zu merken. 


1 Mozotowshi, diese Zeitschr. 266, 150, 1929. 
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Sollte sich nachweisen lassen, daB das akute Anwachsen des Blutammoniaks 
in der Wehenperiode mit der Tdtigkeit glatter und quergestreifter Muskeln 
zusammenhdngt, so ware damit zugleich bewiesen, dag der Ammoniakzuwachs 
nicht aus der AMS des Blutes stammt, denn mit dieser hat die leichte Hyper- 
ammoniémie bei Muskelarbeit sicherlich nichts zu schaftfen. Aus den Zahlen, 
die wir diesbeziiglich in unserer fritheren Arbeit veréffentlicht haben, 
laBt sich nachstehende Ubersichtstabelle berechnen: 





Durch Muskelarbeit bewirkte Mengeninderung 


des aktuellen Blut- der AMS 

ammoniaks (ammoniogene Materie A) 

mg-° 9 NH g-N mg-° 9 NH -N 

Fall 1 +. 0,026 + 0.014 
i s +. 0,025 + 0.025 
an a + 0,031 0,012 
D + 0,040 - 0,050 
5 + 0,024 + 0,016 


Dieser Tabelle zufolge entspricht dem Anstieg des aktuellen Blutammoniaks 
bloB in Fall 3 und 4 ein Absinken der AMS-Werte, das zudem in Fall 3 
nicht entfernt ausreichen wiirde, um jenen Anstieg zu decken. Nur Fall 4 
zeigt das Verhalten, das zu erwarten ware, wenn die Arbeitshyper- 
ammoniimie von der AMS des Blutes selbst bestritten wiirde!. 

Es scheint uns tiberhaupt noch eine offene Frage zu sein, ob die AMS 
innerhalb des GefiBsystems normalerweise Ammoniak abgibt. Parnas 
und Klisiecki (1. c., 178), sowie Alisiecki, Mozotowski und Taubenhaus? 
bejahen diese Frage mit einiger Zuriickhaltung. Sie konnten feststellen. 
daB Blut, welches im Herzen oder den groBen GefiBen zum Stagnieren 
gebracht wird, seinen Ammoniakgehalt erhéht, und zwar nachweislich auf 
Kosten der AMS; das sind jedoch keine physiologischen Verhaltnisse. Sie 
fanden andererseits, daB auch das Blut, das in der Milz  physiologisch 
stagniert, sich an Ammoniak bereichert; hier lieB sich aber wieder nicht 
entscheiden, ob die AMS dabei eine Rolle spielt. AuBerdem darf nicht 
iibersehen werden, daB in der Milz ein Teil der Erythrocyten vielleicht 
aufgelést wird, jedenfalls aber éhnliche Verainderungen durchmacht wie in 
abgeklemmten GefaéBen oder in vitro. Es ware gar nicht erstaunlich, wenn 
die AMS dieser Erythrocyten ihr Ammoniak abgaébe, das dann freilich 
gleich dem des Darmvenenblutes mehr oder minder vollkommen von der 
Leber zuriickgehalten wiirde. 


1 Adlersberg und Taubenhaus (1. c. 8. 113), die ebenfalls angeben, ,.daB 
der Gehalt des Blutes an ammoniakbildender Substanz vor und nach der 
Muskelarbeit der gleiche ist‘*, unternahmen ihre zwei hierhergehérigen 
Versuche, um zu erfahren, ob die sogenannte Arbeitsazidose einen Einflu® 
auf die AMS des Blutes ausiibt. Nach Hasselbalch (diese Zeitschr. 74, 18, 
1916) fiihrt indessen nur angestrengteste, stark ermiidende Muskelarbeit 
zu einer nachweisbaren Azidose. Wir glauben daher, dab die leichte H yper- 
ammoniimie, die bei Muskeliibungen von mittlerer Intensitaét und Dauer 
auftritt, nicht auf eine Arbeitsazidose, sondern lediglich auf den Austritt 
von Ammoniak aus dem arbeitenden Muskel bezogen werden kann (siehe 
auch Anm. 1 auf 8. 266). 


7 


2 Klisiecki, Mozotowski u. Taubenhaus, diese Zeitschr. 181, 80, 1927. 
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Der augenblickliche Stand der Angelegenheit laBt sich kurz folgender- 
maBen skizzieren. Fiir eine ganze Reihe von Organen: die Niere, die Leber, 
den Muskel, ist mit Sicherheit erwiesen, daB sie Orte darstellen, an denen 
Ammoniak in die allgemeine Zirkulation eintritt oder eintreten kann, 
und da® in bestimmten Fallen von physiologischer oder pathologischer 
Hyperammoniiémie sie es sind, die das tiberschiissige Blutammoniak liefern. 
Weit weniger Positives wissen wir von der AMS als Quelle des Blut- 
ammoniaks, wiahrend umgekehrt auBer Zweifel steht, da sie am Zustande- 


kommen vieler Hyperammoniémien voOllig unbeteiligt ist so bei Muskel- 
arbeit. Sauerstofimangel, exogener Azidose'. Aus diesen Uberlegungen 


heraus, und namentlich mit Riicksicht auf unsere Erfahrungen tiber das 
Verhalten der AMS bei Muskelarbeit, schrieben wir in der mehrgenannten 
Anhandlung: ..[] parait peu probable que les matiéres ammoniogénes se 
décomposent dans le sang circulant et qu’elles puissent étre, de cette facon, 
une source normale de lammoniémie physiologique*’. 

Parnas und Klisiecki (1. c., 169) unterscheiden in der langsamen 
Ammoniakanreicherung, die das Hundeblut in vitro erleidet, zwei Phasen: 
eine physiologische und eine autolytische oder bakterielle, die sich unter 
geeigneten Versuchsbedingungen voneinander trennen lassen sollen. Wir 
haben in unserer franz6sisch geschriebenen Abhandlung den gesamten 
Vorgang der Ammoniakanreicherung im steril aufbewahrten Blute als 
, autolytisch** bezeichnet. nicht wm dadurch auszudriicken, daB wir die 
Bildung von Blutammoniak aus der AMS unter physiologischen Bedingungen 
fiir ganz ausgeschlossen halten, sondern um daran zu erinnern, wie unsere 
Angaben verstanden sein wollen: als giiltig fiir isoliertes, jedoch sorgfaltig 
keimftrei gehalsenes Blut (s. auch die Tabellen VII und VIII. in denen 
die Dauer der sterilen Aufbewahrung des Blutes als ,,Autolysedauer*’ 
bezeichnet ist). 


Aus all dem Gesagten geht nur hervor, da die Ursache der leichten 
Hyperammoniimie der Schwangeren und Kreibenden  einstweilen 
nicht klar zutage liegt. 


Zusammentassung, 


1. Mittels der Methode von Parnas und Heller wurden an 80 Schwan- 
geren, KreiBenden und Wéchnerinnen Bestimmungen des Blutammoniaks 
vorgenommen. Es ergab sich, daB im achten und neunten Schwanger- 
schaftsmonat eine nur eben angedeutete, intra partum dagegen eine 
ganz merkliche Hyperammoniimie besteht, die wahrend der ersten 
Tage des Wochenbetts vollstandig abklingt. 

2. In einigen Fallen konnte das Ansteigen und Wiederabsinken 
der Ammoniimie auch bei ein und derselben Versuchsperson verfolgt 


! Ob bei endogener Azidose eine Ammoniakabspaltung aus der AMS 


stattfindet. wie die Resultate von Adlershberg und Taubenhaus darzutun 
scheinen. bleibe dahingestellt. Die Verfasser nahmen antangs auch fiir die 
exogene Azidose ein solches Geschehen an, obwohl! diese Auffassung unseres 
Erachtens durch ihre eigenen Zahlen widerlegt wird. Spiiter uberzeugten 
sie sich von der Richtigkeit der Parnasschen Angabe, dali das tiberschtissige 


Blutammoniak in diesem Falle von der Leber beigestellt wird 
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werden durch Bestimmung des Blutammoniaks vor und wahrend bzw. 
wihrend und nach der Entbindung. 

3. AuBer dem praformierten Ammoniak wurde in 28 Fillen die 
Menge der ,,Ammoniakmuttersubstanz‘‘ im Blute bestimmt. Es scheint, 
daB derjenige Teil derselben, der sein Ammoniak schon bei Zimmer- 
temperatur abgibt (die ,,ammoniogene Materie A‘), wihrend des Ge- 
burtsaktes eine Abnahme erfabrt. 

4. Die méglichen Ursachen der Vermehrung des praformierten 
Ammoniaks im Blute der Schwangeren und namentlich der KreiBenden 
werden erértert, ohne daB zwischen den verschiedenen Moglichkeiten 
eine bestimmte Entscheidung getroffen wird. 


Herrn Prof. Burian schulden wir besonderen Dank fiir die dauernde 
Unterstiitzung, die er uns im Laufe unserer Arbeit zuteil werden lieB. 
Den Herren Prof. Bogdanovit und Dr. Staji¢ sind wir fiir die Uberlassung 
des Untersuchungsmaterials zu Dank verpflichtet. 
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Fermente und Licht. XVII. 


Von 


Ludwig Pinecussen. 


Uber Tyrosinase'’. 
Von 


Theodor Hammerich. 


(Aus dem biol.-chem. Institut des Stadtischen Krankenhauses am {Urban 


in Berlin.) 


(Eingegangen am 19. Juni 1931.) 
(Mit 11 Abbildungen im Text.) 


Die vorliegende Arbeit sollte die Frage einer Klérung naher bringen, 
ob die Pigmenthildung im Organismus, wie sie im Hautgewebe durch 
kurzwellige Lichtstrahlen hervorgerufen wird, einer Ferment wirkung 
zugeschrieben werden kann. — Die erste Aufgabe war; festzustellen, 
ob das als Pigmentbildner bekannte Ferment Tyrosinase durch ultra- 
violette Strahlen in seiner Wirksamkeit beeinfluBt werden kann. 


Die Tyrosinase, die aus pflanzlichem (z. B. der Kartoffelknolle) 
oder tierischem (z. B. Mehlwiirmern) Material isoliert werden kann, 
besitzt die Eigenschaft, Tyrosin oder organische Kérper analoger 
Konstitution in charakteristischer Weise — hei Gegenwart von Sauer- 
stoff — chemisch zu verandern, wobei als Abbau-Endprodukt ein als 
Melanin bezeichnetes Pigment gebildet wird. 


' Die Untersuchungen wurden durch ein Stipendium der Not 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft ermdéglicht; wir danken hierfiir 


auch an dieser Stelle. 
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Raper* hat den Mechanismus der Tyrosinase-Tyrosinreaktion ein- 
gehend untersucht und ist zu dem Ergebnis gekommen, da8 diese wahr- 
scheinlich folgende Stufen durchlauft : 


CH,.CH(NHg).COOH CH,.CH(NHg).COOH CH,.CH(NHy).COOH 


(1) — (2) — (3) 
OH LO 
OH OH 0 
HO CH, 0 CHy 
— > (4) —» (5) — > Melanin 
HO CH.COOH 0 CH.COOH 
NH NH 


I. Das Tyrosin (1) wird zuniachst zu 3, 4-Dioxyphenylalanin (2) oxydiert. 
Il. Dieses geht seinerseits durch Oxydation in das entsprechende o-Chinon (3) 
liber. IL]. Das Chinon lagert sich intramolekular um, unter Bildung der 
5, 6- Dioxydihydroindol-2-carbonséure (4). IV. Dieser Kérper wird wiederum 
zu seinem entsprechenden Chinon (5) oxydiert, dem man die bei der 
Tyrosinase-T yrosinreaktion entstehende Rotfarbung zuschreibt. An den 
weiteren Umsetzungen, die schlieBlich zum Melanin fiihren, soll das 
Ferment nicht mehr mitwirken. 

Die ersten qualitativen Vorversuche, die tuber die Einwirkung 
von Quarzlampenstrahlen auf Tyrosinase AufschluB geben  sollten, 
lieBen erkennen, da das nach Raper® aus Mehlwiirmern dargestellte 
Fermentpraparat nicht rein genug war, um einwandfreie Ergebnisse 
iiber die Lichtwirkung zu erméglichett. Deshalb wurde die Rapersche 
Methode folgendermaBen modifiziert : 


100 g¢ Mehlwiirmer (Tenebrio molitor) werden in einzelnen Portionen 
mit schwach essigsaurem (n/50) Chloroformwasser im Morser zerrieben, 
die Zellreste auf einer Porzellannutsche abgesaugt und gut ausgeprebt. 
Das milchige Filtrat (etwa 200 bis 300 ecem) wird dann in Zentrifugier- 
glaser gefiillt und etwa 10 Minuten scharf zentrifugiert. Die iiberstehende 
triibe, bisweilen dunkel gefarbte Fliissigkeit wird mit den darauf schwim- 
menden Schleimstoffen abgegossen, und der Riickstand mehrmals gewaschen, 
um von wasserléslichen Verunreinigungen mdéglichst befreit zu werden. 
Zu diesem Zwecke wird der Riickstand im Mérser mit dem schwach an- 
gesauerten Chloroformwasser verrieben, dann zentrifugiert, und das tiber- 
stehende Waschwasser, welches nur Spuren aktiver Fermentsubstanz ent- 


halt, fortgeschiittet. Dieses Waschen der festen Bestandteile muB vier- 
bis fiinfmal wiederholt werden: schlieBlich wird der Riickstand durch 
Verreiben mit chloroformhaltigem (n/50) Ammoniak gelést. Die ent- 


stehende schwach gebraunte, etwas getriibte L6sung wird nun durch mehrere 
Filter filtriert, was einige Stunden dauert und an einem kiihlen Ort vor- 
genommen werden mu. Das erhaltene Filtrat wird mit n/50 NH, auf 
400 cem aufgefiillt. Setzt man noch einige Tropten Chloroform hinzu, so 


1 Zusammenfassende Darstellung bei H.S. Raper, Fermentforsch. 9, 
206, 1927. 
2 H.S. Raper, Biochem. Journ. 20, 737, 1926. 
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bewahrt diese Losung. von der 10 bis 20 cem schon energisch auf Tyrosin 
einwirken, lange Zeit ihre Aktivitaét; das Praparat ist im Kisschrank auf- 
zuheben. 

Bei der Darstellung dieser Mehlwurmtyrosinase ist mdglichst 
schnelles Arbeiten erforderlich, damit die in dem Rohsaft enthaltenen 
pigmentbildenden Substanzen keine unliebsame Schwarzung und Ver- 
unreinigung bereits waihrend des Waschprozesses hervorrufen kénnen. 
Fir die unten angefiihrten quantitativen Fermentversuche wurde 
dieses Mehlwurm-Tyrosinasepraparat ange wendet. 


Eigenschaften des Tyrosinasepriparates. 


Aus der ammoniakalischen Lésung wird bei Zusatz von iiber- 
schiissiger Essigsiure ein weiber flockiger Niederschlag ausgefillt, 
dem die eigentliche Fermentwirkung zukommen mu; denn das essig- 
saure Filtrat ist nicht aktiv, wahrend der ausgefallte Niederschlag, in 
Ammoniak wieder gelést, noch wirksame Fermentsubstanz darstellt. 
Siuert man das ammoniakalische Tyrosinasepriparat mit einigen 
Tropfen n/l10 HCl an, so wird zunachst ebenfalls ein Niederschlag 
gefillt, der sich im UberschuB des Fallungsmittels wieder lést. Wird 
die Fermentlésung aufgekocht, so verliert sie unter Ausflocken ihre 
Aktivitat, die auch beim Aufnehmen des Niederschlages mit N H, nicht 
wiederkehrt. 


Reinigungsversuche durch Adsorption. 


Bei den Versuchen, das Ferment nach den iiblichen Methoden 
zu adsorbieren, ergaben sich Schwierigkeiten. Weder Tonerde noch 
Kaolin adsorbierten das Ferment in der vorliegenden ammoniakali- 
schen Tyrosinaselésung; es muBte versucht werden, aus — saurer 
Lésung zu adsorbieren. Essigsiure kam nach dem oben angegebenen 
nicht in Frage. In n/40 HCl wirkt Kaolin zwar als gutes Adsorptions- 
mittel, es wurde jedoch festgestellt, da} das Ferment durch so hohe 
HCl-Konzentration schwer geschadigt wird: diese Empfindlichkeit 
gegen Séure, besonders Mineralsiuren, wurde iibrigens auch bei der 
Peroxydase beobachtet. 

SchlieBlich gelang es, in kohlensaurer Lésung das Ferment an 
elektroosmotisch gereinigtem Kaolin zu adsorbieren. Folgende Methode 
wurde angewendet: Die ammoniakalische Tyrosinaselésung (nach 
oben beschriebenem Verfahren erhalten) wird mit Kohlenséure ge- 
sittigt und dann zentrifugiert: der Riickstand, geringe Menge von 
Verunreinigungen, wird entfernt. Die braune Lésung wird nun mit 
Kaolin versetzt, kurze Zeit geschiittelt und schlieBlich zentrifugiert ; 
die tiberstehende Fliissigkeit behalt zwar die dunkle Farbe, gibt aber 
mit Essigsiure kaum einen Niederschlag und wirkt auf Tyrosin nicht 
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ein. Daraus geht hervor, daB die Schmutz- und Ballaststoffe gréBten- 
teils gelést bleiben, wihrend das Ferment vom Kaolin adsorbiert wird. 

Zur Elution wird der Kaolin mit n/50 NH, im Morser fein ver- 
rieben, einige Zeit stehengelassen und dann etwa 10 Minuten scharf 
zentrifugiert. Das triibe Eluat stellt nun ein bedeutend reineres 
Tyrosinasepraparat dar, ohne dab ein wesentlicher Fermentverlust 
eingetreten ware. Die genaue Auswertung muBte aus 4uberen Griinden 
unterbleiben, soll aber spater nachgeholt werden. Zu weiterer Reini- 
gung kann man natiirlich die Adsorption und Elution wiederholen. 
Nachteilig ist bei der Elution in alkalischem Medium der Umstand, 
daB Teile vom Kaolin kolloidal gelést bleiben und schwer wieder zu 
entfernen sind. 


Quantitative Bestimmung der Tyrosinase. 
a) Substrat: Tyrosin. 


Nach der Methode von Raper und Wormall' wird die Tyrosinase 
quantitativ bestimmt, indem man die bei Einwirkung des Ferments er- 
folgende Abnahme der Tyrosinkonzentration im Substrat ermittelt. Dies 
geschieht durch Umsetzung des Tyrosins mit einer bestimmten Menge 
Brom, das im Uberschu8 einer Mischung von Bromat, Bromid und Salz- 
siure zugesetzt wird. Das restliche, vom TYrosin nicht gebundene Brom 
wird nach Zusatz von Jodkalium mit Thiosulfatlésung zuriicktitriert. Da 
Raper bei seinen Fermentversuchen stets Substrate mit ziemlich hoher 
Tyrosinkonzentration verwendet und daher mit entsprechend konzentrierten 
Normallésungen titrieren mu®, sind die erhaltenen Werte nicht geeignet, 
kleine Differenzen deutlich erkennen zu lassen. Da bei den geplanten 
Versuchen iiber die Wirkung der Strahlung auf das Ferment nur kleinere 
Unterschiede erwartet werden konnten, galt es also, die Rapersche Me- 
thode so zu verfeinern, daB auch schon ziemlich geringe Anderungen der 
Fermentwirkung quantitativ erfaBt werden konnten. 

Die Tyrosinase-Tyrosinlésungen wurden daher mit Substratl6sungen, 
die bts 180 mg Tyrosin im Liter enthielten, angesetzt, und in diesen konnte 
der jeweilige Tyrosingehalt durch Titration mit n/100 NaBrO,- bzw. 
n/100 Thiosulfatlésung ermittelt werden. 

Die von uns angewandte Methode der Tyresinasebestimmung 
gestaltete sich schlieBlich folgendermaBen : 

Es sind folgende Reagenzien erforderlich: 1. Tyrosin; 2. m/15 Phos- 
phatpufferlésung, pa = 6,8; 3. n/100 Natriumbromatlésung (0.2515 g 
Na Br O,, gelést in 1000 ccm Wasser); 4. 20°, ige Bromkaliumlésung : 
5. etwa 20° ige Salzsiure (130cem HCl, 1,19 + 130 cem Wasser) ; 
6. 5°%,ige Jodkaliumlésung, frisch bereitet; 7. 1°,ige Starkelésung: 
8. n/100 Natriumthiosulfatlésung; 9. 10°, ige Essigsiure; 10. 10°,ige 
Sodalésung; 11. Toluol. 


1 Raper u. Wormall, Biochem. Journ. 17, 454, 1923. 
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Der Versuch wird folgendermaBen angestellt : 

60 mg Tyrosin werden unter Erwarmen in 300 ccm m,15-Phosphat- 
puffer gelést ; nach Erkalten werden diesem Substrat 20 cem mit m/15- 
Phosphatpuffer auf 50ccem aufgefiillte Tyrosinaselésung zugesetzt. 
Zur Bestimmung der jeweiligen Tyrosinkonzentration werden in ge- 
wissen Zeitraumen der Tyrosinase-Tyrosinlésung zwei Proben von 
je 10ccm entnommen. Bei jedem Fermentversuch wird mit Toluol 


geliiftet (vgl. Abb. 1), indem der 


die Reaktionslésung in Perlen )) 
( ) 
oF 


passierende Luftstrom zundachst 





durch eine mit Toluol beschickte 
Gaswaschflasche geleitet wird. 





Gleichzeitig lauft ein Leer- 
versuch, und zwar mit einer 














Lésung von 20ccm Tyrosinase, 
die mit demselben Phosphatpuffer 
auf 350 ccm aufgefiillt worden ist ; 














auch hier werden gleichzeitig mit 
dem Hauptversuch Proben ent- Abb. 1 
nommen., 

Um bei der Titration stérende Substanzeh zu beseitigen und weitere 
Fermentwirkung auszuschalten, werden die entnommenen Proben 
sofort mit 0,5ccm 10° ,iger Essigsaure versetzt und aufgekocht, wobei 
ein flockiger Niederschlag ausfallt und das Ferment unwirksam gemacht 
wird; nach etwa zweistiindigem Stehen werden die Proben mit 2 ccm 
10°%,iger Sodalésung versetzt, wieder aufgekocht und itiber Nacht. 
mit Watte verschlossen — am besten im Brutschrank —., stehenge- 
lassen. Am nachsten Morgen wird mit 2ccm 10° ,iger Essigsiure 
aufgekocht, nach Absitzen des Niederschlags filtriert und gut mit 
destilliertem Wasser ausgewaschen. Die Filtrate miissen fast farblos 
bis schwach gelb sein und kénnen nun mabanalytisch auf ihren Tyrosin- 
gehalt untersucht werden. 

Man 146t zu den jetzt klaren Lésungen aus einer Birette 10 ccm 
n 100 Na BrO, zuflieBen, versetzt mit je 2ccm 20° iger K Br-Lésung 
und 20°,iger Salzsiure und 1aBt 20 Minuten verkorkt stehen. Dann 
wird nach Zusatz einiger Tropfen Jodkali- und Starkelésung mit 
n/100 Thiosulfat zuriicktitriert. 


Berechnung. 


10mg Tyrosin setzt 2,2cem n/100 Brom um; demnach hat man 
zur Berechnung des Tyrosins die Differenz von 10 cem n/100 Bromatlésung 
minus verbrauchter Menge n/100 Thiosulfat durch die Zahl 2,2 zu dividieren. 
Man erhalt dann den Gehalt an Tyrosin in mg. Hierbei ist aber nicht das 


19* 
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Ergebnis der Leerversuchprobe beriicksichtigt. Ist beispielsweise bei deren 
Titration fiir die soeben erwahnte Differenz der Wert 0.5 cem erhalten 
worden, so ist diese Zahl von der oben gefundenen zu subtrahieren. Fehler- 


90 


grenze: 
b) Bestimmung des Dioryphenylalanins. 


Die charakteristische primare Tyrosinasewirkung beruht wohl 
auf der Reaktion 


CH, CHNH,COOH OH CH, CHNH, COOH 
OH > OH 
Tyrosin 3, 4-Dioxyphenylalanin (,,Dopa*), 


also das Ferment ist befahigt, in den Benzolkern des Tyrosins noch 
eine meta-standige Hydroxylgruppe einzufiihren. Bei weiteren Tyrosinase- 
versuchen wurde nun dieses 3, 4-Dioxyphenylalanin -— es sei hier 
immer kurz ,,Dopa* genannt — als Substrat angewandt. Dieses 
Praparat wurde uns z. T. freundlichst von den Chemischen Werken A.-G. 
Grenzach zur Verfiigung gestellt, z.T. nach der Methode von Guggen- 


‘ 


heim! aus den Fruchtschalen der Saubohne (Vicia faba) isoliert : Schmelz- 
punkt 279 bis 280° (unkorr. unter Zersetzung): [x%]) = — 14.6 bzw. 
14,4". 


Zur maBanalytischen Bestimmung von Dopa wurde eine emp- 
findliche Methode ausgearbeitet: sie beruht darauf, dab Dopa mit 
seinen sehr reaktionsfahigen Phenolgruppen® durch Hypojodit in 
kurzer Zeit nahezu quantitativ abgebaut werden kann. 

Eine Methode zur kolorimetrischen Bestimmung von Dopa neben 
Tyrosin ist von Schmalfuss und Lindemann? bereits ausgearbeitet worden: 
das maBanalytische Verfahren hat aber den Vorzug, die zeitraubende 
véllige Umwandlung von Dopa in Melanin zu ersparen. 

Man laBt auf Dopa eine gewisse Zeit (20’) als wirksames Oxydations- 
mittel eine bestimmte iiberschiissige Menge Hypojoditlésung, dar- 
gestellt aus n 100 Jodlésung und n/NaOH, einwirken und titriert 
nach Ansdéuern das unverbrauchte Jod mit n/100 Thiosulfat zuriick. 

An Reagenzien sind erforderlich: 

1. 3, 4-Dioxyphenylalanin; 2. m/15 Phosphatpufferlésung; 3. n 100 
Jodlésung ; 4. n/100 Thiosulfatlésung; 5. 1° ,ige Starkelésung; 6. 20° jige 
Schwefelsiure:; 7. n NaOH; 8. n/25 Essigsdure;: 9. elektroosmotisch 
gereinigter Kaolin; 10. Toluol. 


1 M. Guggenheim, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 276, 1913. 
* Phenylalanin reagiert mit Hypojodit nicht. 
3 Schmalfuss u. Lindemann, diese Zeitschr. 184, 10, 1927. 
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Der Fermentversuch wird beispielsweise folgendermaben aus- 
gefiihrt : 

50mg Dopa werden unter schwachem Erwarmen in 200 ccm 
m/15 Phosphatpuffer gelost und nach dem Erkalten mit 50 ccm ge- 
pufferter Tyrosinaselésung versetzt, welche 10 oder 20 com der Ferment- 
lésung enthalten mag. Gleichzeitig miissen zwei Leerversuche laufen: 
50mg Dopa, gelést in 250 ccm Phosphatpuffer ohne Fermentzusatz, 
und eine kein Dopa enthaltende gepufferte Tyrosinaselésung, die die 
gleiche Menge Ferment enthalt wie der Hauptansatz. Bei den Ver- 
suchen wird, wie vorher beschrieben, mit Toluol gesattigte Luft durch 
die Lésungen geleitet. In gewissen Zeitriumen werden jeder Lésung 
zwei Proben von je 10 ccm entnommen. Zur Bestimmung der Anfangs- 
konzentration miissen sofort nach dem Ansetzen der Versuche die 
Proben abpipettiert werden, da die Tyrosinasereaktion auf Dopa sehr 
energisch verlauft. 

Die entnommenen Proben lift man in ein Zentrifugierrohr flieBen, 
welches mit einer Messerspitze Kaolin und 10 cem (genau pipettieren !) 
n 25 Essigséure beschickt ist. Dann riihrt man mit einem trockenen 
Glasstab gut um, laBt etwa eine Viertelstunde stehen und zentrifugiert. 
Bei diesem ProzeB werden die Ferment- und Melaninstofte adsorbiert, 
waihrend Dopa in Lésung bleibt. Man erhalt eine Lésung, die durch 
Spuren von Kaolin schwach getriibt und 





wenig rétlich gefarbt ist. Leider ist es nicht 
gelungen, das chinoide rote Zwischen- 
produkt aus der Lésung zu entfernen. 

Den Zentrifugierglasern werden 
nun mit der Pipette 10ccem der iiber- 
stehenden Fliissigkeit entnommen und 
in einen Erlenme yer-Kolben gefillt ; man 
laBt dann aus einer Biirette 10 ccm 
n 100 Jodlésung zuflieBen, versetzt mit 
genau 5ccm n Natronlauge und 1abt 
nach einmaligem Umschiitteln 20 Mi- 
nuten verkorkt stehen. 1 bis 2 ccm 
20° .ige Schwefelsdéure geniigen, um das 








unverbrauchte Jod in Freiheit zu setzen, eee Ss 
‘ ee ys 0G! @ & OY OS 06 07 BO 

welches nach Zusatz einiger Tropfen mg Lota 

Starkelésung mit n/100 Thiosulfat Abb. 2. 


zuricktitriert wird. 

Berechnung: Die Menge verbrauchter Jodlésung ergibt sich aus det 
Differenz der zugegebenen 10 ccm minus der zur Fntfarbung bendétigten 
Thiosulfatlésune:; von diesem Wert ist die bei der Titration der Leerproben 


verbrauchte Menge n/100 Jod abzuziehen. Die lineare Kurve (Abb. 2) er- 
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moglicht es, aus der errechneten Zahl unmittelbar den entsprechenden 
Wert von Dopa auf der Abszisse abzulesen. Man erhalt damit den Gehalt 
an Dopa (mg) in 5cem Versuchslésung (von den entnommenen 10 cem 
ist nur die Halfte zur Titration gebraucht worden). Die Methode liefert 
Werte mit einer Fehlergrenze bis zu 3°,. 


c) Gleichzeitige Bestimmung von Tyrosin und 3, 4-Dioxyphenylalanin. 


Bei seinen Tyrosinaseuntersuchungen hatte Raper! beobachtet, 
daB in Anwesrenheit von Dopa die Oxydation von Tyrosin durch das 
Ferment wesentlich beschleunigt wird. Um den Ablauf dieser Reaktion 
fir die beiden Substratkomponenten quantitativ untersuchen zu 
kénnen, wurde eine Kombination der Raperschen und der Hypojodit- 
methode angewandt. 


Durch Oxydation mit Hypojoditlésung wird der Gehalt von 
Tyrosin +- Dopa bestimmt, und in einer anderen Probe wird mit 
der modifizierten Methode nach Raper und Wormall Tyrosin allein 
durch Bromierung ermittelt. Der Gehalt an Dopa léBt sich dann aus 
der Differenz der beiden gefundenen Werte errechnen bzw. aus dem 
Kurvenbild ablesen. 


Die gebrauchten Reagenzien sind die vorher angegebenen. 

Es empfiehlt sich, den, Fermentversuch folgendermaben anzusetzen: 

60 mg Tyrosin und 30'mg Dopa werden unter schwachem Erwarmen 
in 300 cem m/15 Phosphatpuffer gelést und nach Erkalten mit 50 cem 
gepufferter Tyrosinaselésung versetzt, in der 20 ccm Fermentpraparat ent- 
halten sind. Als Leerversuch wird die gleiche Menge Tyrosinase, mit 
Phosphatpuffer auf 350 aufgefillt, angesetzt. Mit Toluol wird geliiftet. 
In gewissen Zeitriumen entnimmt man der Tyrosinase-Tyrosin-Dopa- 
lésung drei Proben zu je 10 ccm. 

Zwei dieser Proben werden zur Ermittlung des Tyrosingehalts so be- 
handelt, wie es oben bereits eingehend beschrieben worden ist. Die dritte 
Probe, zunéchst durch Adsorption gereinigt, dient zur Bestimmung von 
Dopa + Tyrosin mit Hypojodit. Bei der maBanalytischen Tyrosin- 
bestimmung ist besonders darauf zu achten, daB die nach dem Reinigungs- 
prozeB erhaltenen Filtrate fast farblos erscheinen; sind sie noch dunkel 
getriibt oder gelb gefarbt, so empfiehlt es sich, die L6sungen soda-alkalisch 
noch einige Stunden im Brutschrank bei etwa 35° stehenzulassen; dann 
wird nach Zusatz von iiberschiissiger Essigsiture nochmals aufgekocht und 
bis zur Ausflockung der Melaninstoffe gewartet, die dann abfiltriert werden. 
Um fehlerhafte Werte zu vermeiden, muB8 man auf die véllige Oxydation 
von Dopa und Ausfallung seiner Abbauprodukte bei der Tyrosinbestimmung 
neben Dopa besonders achten. 


Berechnung: Man erhalt den Gehalt an Tyrosin in 10 ccm Substrat, 
wenn man die Differenz zwischen der zugegebenen Menge n/100 Bromat- 
lésung minus der verbrauchten Menge n/100 Thiosulfatlésung unter 
Beriicksichtigung der Blindprobe — durch 2,2 dividiert. Um Dopa zu 


1 Raper, Biochem. Journ. 20, 741, 1926. 
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ermitteln, subtrahiert man von der zugegebenen Menge n/100 Jodlésung 
die verbrauchte Menge n/100 Thiosulfat; diese Zahl vermindert sich um 
das Ergebnis der Leerprobe. Das Resultat gibt dann an, wieviel n/100 Hypo 
jodit von dem in 5 ccm Substrat enthaltenen Dopa + Tyrosin um- 
gesetzt worden sind. In der in Abb. 3 dargestellten Kurve ist fiir 














wg Dopa 


Abb. 3 


verschiedene Tyrosin-Dopagemische der Verbrauch von n/100 Hypo- 
jodit aufgetragen, so daB der entsprechende Wert von Dopa unmittelbar 
abgelesen werden kann. Fir Tyrosin ist selbstverstiandlich die Halfte des 
oben erhaltenen Wertes (bezogen auf 5ccm Substrat) einzusetzen. 


d) Vergleichende Bestimmung des chinoiden Zwischenproduktes auf kolorie 
metrischem Wege. 

Fir Untersuchung der Lichtwirkung auf Tyrosinase schien es 
von Wichtigkeit, auch die Bildung des roten Zwischenproduktes, dem 
Raper’ chinoide Konstitution zuschreibt, quantitativ zu verfolgen. 
Mit Hilfe des Kolorimeters ist es leicht méglich, den Gehalt der roten 
Substanz in einer nach Belichtung erhaltenen Tyrosinase-Tyrosin- 
lésung in relativen Werten anzugeben, wenn man die unter sonst gleichen 
Versuchsbedingungen mit unbelichtetem Ferment angesetzte Lésung 
als Testfliissigkeit verwendet. 

Ausfiihrung: Die Fermentversuche werden, wie oben beschrieben, 
angesetzt. Dem Substrat A mag unbehandelte Tyrosinase, dem Sub- 


' H.S. Raper, Biochem. Journ. 21, 89, 1927. 
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strat B von gleicher Zusammensetzung mag vorbehandeltes, z. B. 
belichtetes Ferment zugesetzt werden. Man entnimmt in gewissen Zeit- 
raumen jeder Versuchslésung je eine Probe von etwa 10 ccm und fillt 
diese in die KolorimetergefiBe ein. Hat man die Schichthéhe de: 
Probe von A (unbehandelt) auf 10 fixiert, so liest man fiir die Probe 
von B (belichtet) bei Farbengleichheit die Schichthéhe ab. Aus dem 
Verhaltnis der Schichthéhen kann man dann auf das Verhaltnis de: 
Konzentration des roten Kérpers in den verschiedenen Versuchs- 
losungen (C,/Cg) schlieBen. — Es sei bemerkt, daB die durch Ferment- 
und Melaninsubstanz bestehende Triibung der Fliissigkeiten bei de: 
Ablesung kaum stérend wirkt ; der ziemlich trage Verlauf der Tyrosinase- 
reaktion macht es nicht erforderlich, bei sofortiger Ablesung die Ferment - 
wirkung kiinstlich zu unterbrechen. 


Einflu8 der Strahlung auf die Tyrosinase-Tyrosin- bzw. -Dopareaktion. 
1. Beeinflussung der Substrate. 

In den Kreis dieser Betrachtungen iiber das Verhalten von Tyro- 
sinase gegen ultraviolette Strahlen muBten auch Untersuchungen 
iiber die Lichtempfindlichkeit der verwendeten Substrate einbezogen 
werden. 

‘ 

Losungen von Tyrosin oder Dopa wurden langere Zeit dem Lichte 
der Quarzlampe ausgesetzt; die Lésungen waren verschieden ge- 
puffert, teilweise auch mit einigen Tropfen einer Ferrosalzlésung versetzt. 


Belichtung bei verschiedenem px. 
a) Tyrosin. 2 ccm einer 0,1°,igen Tyrosinlésung wurden mit 10 cem 
m/15 Phosphatpuffer bzw. 10cem n/1000 Essigséure versetzt und 1 Stunde 
durch die Quarzlampe bestrahlt. 


on = 7,65 

f ‘ age keine Veranderung, 
pu = 7,1 J 

mn = 6.5 

I i schwache R6étung, 
PA = 5.9 


n/1000 A keine Veranderung. 
b) Dopa. 2cem einer 0,1° igen Dopalésung wurden mit 10 ecm 
m/15 Phosphatpuffer versetzt und 1 Stunde durch die Quarzlampe bestrahlt. 


7 = 7,65 zunachst stark gerétet, dann dunkel gefarbt, 


ps = 
Die unter sonst gleichen Bedingungen angesetzten unbelichteten Proben 
zeigten nicht die geringste Farbenreaktion. 


ao ‘ 
5. fast unverandert. 


Das Ergebnis dieser qualitativen Versuche, die mehrfach wieder- 
holt wurden und stets gleichsinnig verliefen, kann dahin gedeutet 
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werden, daB Tyrosin und Dopa letzteres in h6herem Mabe licht- 
empfindlich sind: am starksten wirkt das Licht auf Tyrosin bei schwach 
saurem Puffer ein, fiir Dopa liegt dagegen das Optimum im alkalischen 
Bereich. 


Belichtung bei Zusatz von Eisensalz. 


Bei den folgenden Versuchen wurden l0ccem einer 0,1 ° igen, 
mit m 15 Phosphatlésung etwa neutral gepufferten Tyrosin- bzw. 
Dopalésung angesetzt und 90 Minuten belichtet: der einen der beiden 
Proben ist ein Tropfen verdiinnter Eisenammoniakalaunlésung zu- 
gesetzt worden. 

a) Tyrosin. Nicht eisenhaltig: ganz schwache Rétung;: eisenhaltig: 
geringe Dunkelfarbung. 

b) Dopa. Nicht eisenhaltig: deutliche Rétung; eisenhaltig: deutliche 
Schwarzung. 


Die unbelichteten Proben zeigten in allen Fallen keine Veranderung. 


Aus diesen Beobachtungen ist zu schlieBen, das Eisengehalt die 
Oxydation von Tyrosin bzw. Dopa im Lichte beeinflussen kann: die 
Melaninbildung wird durch Anwesenheit von Eisen begiinstigt. Dab 
die Lichtempfind.ickheit von Dopa gréBer ist als diejenige von Tyrosin, 
geht auch aus den letzten Versuchen deutlich hervor. Auf diese 
Dinge wird in einer spateren Arbeit naher eingegangen werden. 


f 
| 


2. Beeinflussung des Ferments. 


a) Versuche mit Tyrosinlésung als Substrat. 


Versuch A: 20cem Fermentlésung, mit einigen Tropfen n/10 Essig 
siure bis zur schwach ammoniakalischen Reaktion versetzt (die Loésung 
muB8 klar bleiben), wurden auf 50 cem mit m/15 Phosphatpuffer (px 6,75, 
elektrometrisch gemessen) aufgefiillt; dieser gepufferten Tyrosinase wurde 
eine Lésung von 60 mg Tyrosin in 300 cem obiger Putferlésung als Substrat 
zugesetzt. 

Versuch B: 20cem Fermentlésung, schwach ammoniakalisch, mit 
derselben Pufferlésung auf 50 aufgefiillt, wurden in einer Petri-Schale 
(Durchmesser 16,5em) 1 Stunde der Quarzlampe in 50cm Entfernung 

- auffallende Energie 2,15. 10-* cal.cm?*.sec~! 
lichteten Fermentlésung wurden ebenfalls 60 mg Tyrosin, in 300 cem Phosphat - 
puffer gelést, zugefiigt. 


— ausgesetzt; zu dieser be- 


Y 


Leerversuch C: 20cem Fermentlésung, schwach ammoniakalisch, wurden 
mit m/15 Phosphatpuffer (pu 6,75) auf 350 verdiinnt. 


Diese drei Versuchslésungen wurden gleichzeitig angesetzt und 
mit Toluol beliiftet. In gewissen Zeitriumen wurden jeder Lésung 
je zwei Proben zu 10 ccm fiir die Titration entnommen und den Ver- 
suchslésungen A und B weitere 10 ccm zur kolorimetrischen Bestimmung. 
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Tabelle I. 


Gehaltsbestimmung in 10 cem der Versuchslésung. 








A B 
n/100 = n/ 100 = 
Thiosulfat 2efi@c Abnahme Thiosulfat =f £2 Abnahme 
Zeit zuriicktitriert == ES zuriicktitriert E = 
2/2 3 /€s|s%\£e e\eiit ; 
a} | al” tlt | img eh i be tele mg 
0’ 5,455,855.4 3,85 1,75 —) — | 52 51 51541 1,85 - 
30 5,6 5,7 5,65 3,6 1,65 0,1 6 5155,155,154,1 1,85 — — 
60 5,7 5,8 5,753.5 1,6 015 85 5,2 5,255,2540 1,800,05 2,5 
90 5,8 5,755.8 3,45 1,55 0,20 11,5 54 56 5,5 3,751,700,15 8 
120 5,95 6,15 6,05 3,20 1,450,380 17 5,6 5,8 5,7 3,55 1,650,20 11 
150 6,3906,3 6,3 2,95 1,350.4 | 2: 5,85 5,85 5,85 3,4 1,55 0,30 16 
210 +6,856,9 6852.4 1,1 0,65 387 5,856,055,953,3 1,500,835 19 
270 «=7,3 7,357,351,9 0,850,909 51 6,056,256,153,1 1,400.45 24,5 
330) =7,6 7,6 7,6 1,65 0,75 1,00 57 6,256,3856,3 2,95 1,35 0,50 27 
390 8 7,9 7,951.8 0,6 1,15 65,5 6,5 6,55.6,55)'2,70 1,25 0,60 32,5 
24h 93 9,259,225 — — 1,75 100 — 7,857,85 7,85'1,40 0,65 1,20 65 
a 1 
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Abb. 4 


Abnahme der Tyrosin-Konzentration 


Die in Abb. 4 und 5 dargestellten Kurven zeigen die Tyrosinase- 
Tyrosinreaktion bei Einwirkung des Ferments vor und nach Belichtung 


in graphischer Darstellung. Es ist daraus deutlich zu entnehmen, 


daB 


die Tyrosinase in ihrer Aktivitat durch Ultraviolettstrahlen der Quarz- 
erhaltenen 


lampe bedeutend geschaidigt wird. Die kolorimetrisch 


Werte lassen ebenfalls erkennen, daB das chinoide Zwischenprodukt 
von unbelichtetem Ferment erheblich schneller und intensiver gebildet 
wird als nach Bestrahlung der Tyrosinase. Bei dem angegebenen Ver- 


suchsbeispiel ist die Konzentration des roten Kérpers in Lésung A 
(unbelichtet) nach etwa 4 Stunden nahezu doppelt so groB als 
Lésung B (belichtet); es sei hervorgehoben, daB bei der 
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Tyrosinreaktion das Verhaltnis der Konzentrationen Cy, Cy mit der 
Zeit des Fermentversuchs wachst. 


b) Versuche mit Dopalésung als Substrat. 

Versuch A: 20cem Fermentlésung, mit einigen Tropfen n/10 Essig- 
saure bis zur schwach ammoniakalischen Reaktion versetzt (es darf kein 
Niederschlag gefallt werden!), wurden auf 50 cem mit m/15 Phosphatputfer 
(pu = 7,15, elektrometrisch gemessen) aufgefiillt; dieser gepufferten Tyro- 
sinase wurde eine Auflésung von 50mg Dopa in 200 cem obigen Puffers 
als Substrat zugesetzt. 

Versuch B: 10cem Fermentlésung, schwach ammoniakalisch, mit 
demselben Puffer auf 50 verdiinnt, wurden mit einer Auflésung von 50 mg 
Dopa in 200 cem Puffer als Substrat angesetzt. 

Versuch C: 10cem Fermentlésung, schwach ammoniakalisch, mit dem 
Puffer (px 7,15) auf 25 verdiinnt, wurden in einer Petri-Schale (Durch- 
messer 16,5em) ! Stunde in 50cm Abstand unter der Quarzlampe stehen- 
gelassen; dieser belichteten Tyrosinase wurde eine Auflésung von 50 mg 
Dopa in 200 cem Puffer als Substrat zugesetzt und auf 250 cem aufgefiillt. 

Versuche D, und D, (Fermentleerversuch): 20 cem bzw. 10 ccm Tyro- 
sinase wurden auf 250 ccm mit obigem Phosphatpuffer verdiinnt. 

Versuch E (Dopaleerversuch ): 50 mg Dopa wurden in 250 cem Phosphat- 
puffer (pH = 7,15) geldst. 

Diese Versuchsl6sunyven wurder*zu gleicher Zeit angesetzt und mit 
Toluol beliiftet. In gewissen Zeitréumen wurde je eine Probe von 10 cem 
entnommen, um den Gehalt von Dopa zu ermitteln; zur kolorimetrischen 
Bestimmung wurden den Lésungen A, B und C von Zeit zu Zeit noch 
eine zweite Probe von 10 cem entnommen. 


Tabelle 11. 


Gehaltsbestimmung in 5cem der Versuchslésung. 





i) 
30 
50 
Gy) 
120 
150 
180 


210 
240 


270 


24h 


ea 
zx 


| 
| 
| 
| 
| 


Ab- 
nahme 


Ab- 
nahme 
n 100 
Jod 
ver- 
braucht 


Thiosulfat | 
zuriicktitriert 

mg Dopa 

mg Dopa 


n 100 Jod 
verbraucht 





= mg Dopa 





mg Dopa 


mg Dopa 





2.5 68 1,0 2,7 6,8 1,0 2.768 10 — — 6,8 

41 15,2 0,750,25 25:40 55 0,8 0,2 20 35 6,0 0,9 0,1 10) | _ 

44 49 0.70030 30°43 52 0.75025 25 36 59 086014 14. = & 

4,7 46 0,660,34 34 4,7 48 0,680,32 32 3,9 56 081019 19) © | 

5.55 3,75 0,53 0.47 47 53 42 060040 40 41 54 0.77023 23.5 4S 

5,65 3,65 0,51049 49 5,354,150,590,41 41° 4,255,250,750,25 25 -  -. 

6.0 3.3 0460.54 54 5.35 4.15 0. 590.41 41) 4.355,150,740,26 26 2S & 

6.1 3.2 044056 56 54 41 058042 42.46 49 070030 30 3 5 

68 2,5 0,340,66 66 66 2,9 0400,60 60 5,5 4,0 0,570,438 43 salt ae 

6.8 2.5 0,340.66 66 6,652850,390,61 61 6,053.450,480,52 52 6.50.05 
93 00 0.0 1.0 100 95 00 0.0 1,0 100 74 2.1 0,270.73 73 6,150.11 11 


my Dopa 
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Aus diesen Versuchswerten, die graphisch aufgetragen wurden 
(Abb. 6 und 7), geht hervor, da ein belichtetes Ferment in bedeutend 
schwacherem Mabe Dopa verindert als das unbestrahlte. Die Werte 
von A und B lassen erkennen, dab, wie zu erwarten, auch die Menge 
des Ferments die Intensitat der Tyrosinase-Dopareaktion beeinfluBt. 
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Abnahme der Dopa-Konzentration 
Bei der kolorimetrischen Messung der Konzentrationen des roten 
Koérpers in den verschiedenen Versuchslésungen wurden folgende 
+ % 
Werte erhalten: 
Tabelle 111. 30) 
Hl 
a A B C Cy Ca Cp wv 
Zeit - , Wes , Wes ; ; ; 120) 
Teilstriche reilstriche leilstriche CR Co Ce 170) 
180 
30’ 10 16,5 24,0 1,65 2,4 1,45 210 
60 10 15,8 22,8 1,58 2,28 1,44 270 
90 ° 10 15.0 22,0 1,5 2,20 1,46 24h 
120 10 15,0 21,9 1,5 2,19 1,46 
150 10 13,6 20,0 1,36 2,0 1,47 
180 10 12.6 19,3 1,26 1,93 1,53 


Aus den Werten fiir Cp/Ce geht hervor, daB das unbestrahlte 
Ferment (Cg) etwa eineinhalbmal so intensiv den roten Kérper ge- 
bildet hat, als die gleiche Menge Tyrosinase, welche vorher belichtet 
worden ist (C,). Es erscheint aber auffallend, daB in den verschiedenen 
Reaktionsphasen (30 bis 180’) dieses Verhaltnis Cg /Cg ziemlich konstant 
bleibt, wahrend bei der Tyrosinase-Tyrosinreaktion (vgl. obige Versuchs- 
tabelle) diese Werte mit dem zeitlichen Ablauf stetig wachsen. Das 
Versuchsmaterial ist nicht ausreichend, um bereits eine einwandfreie 
Erklarung fiir dieses Ergebnis zu gestatten; dies soll spaiteren Arbeiten 
vorbehalten bleiben. 
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c) Versuche mit Tyrosin-Dopalésung als Substrat. 


Versuch A: 


97 


ao 


20 cem Fermentlésung, mit einigen Tropfen n/10 Essig- 


séure bis zur schwach ammoniakalischen Keaktion abgestumpft, wurden 


mit m/15 Phosphatpuffer (px 


6.8, elektrometrisch 


gemessen ) 


aul 


AY 


verdiinnt und dann mit einer Substratlésung von 60 mg Tyrosin und 30 mg 
Dopa in 300 ccm Phosphatpuffer angesetzt. 


Versuch B 


gefillt. 


( Leerversuch ): 
akalisch, wurden mit m/15 Phosphatpuffer (pu 


20 cem Fermentlosung, 
6.8) auf 


schwach 


350 cem 


In gewissen Zeitraumen 


wurden 
nommen, und zwar 10 cem zur Bestimmung von Dopa 


den 


Versuchslésungen Proben 


ammonii- 


auf- 


ent- 


Tyrosin durch 


Hypojodittitration und zweimal weitere 10 cem zur Ermittlung des Tyrosins 


nach der modifizierten Raper-Methode. 


Tabelle 1V. 
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4) 
20) 
150 
IS) 
210 
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“24h 




































A 
Hypojodit- Zu- bzw. Abnahme* - 
Raper-Methode methode in 5ceem Substrat st 
n 100 Thiosulfat Breiee, - = 
zuricktitriert s+ Tyrosin _t = » o 
S's Be 3 Zz Z - 
_< y- a 5 Dopa 3 Dopa +e 
!. Probe 2. Probe Mittel = = = z . g =o) 
; w = mg mg 0 0 = 
5,55 5.45 5.5 3,85 1,70 0.85) 4,354,95044 — ; 
5,95 615 6,05 3,30 1,50 0,75 4454,85046 01 +002 124+ 5 ¢ 
6,65 6,65 6,65 2,70 1,25 0,6 4,554,750,48 0,25 + 0,04 30410 & 
6,85 7,05 695 240 1,10 0,55 5,104,200,42 0,3 0,02 3: 5) 
7,0 7,0 7,0 2,35 1,10 0,55 5,154,15,0,41 0,3 0,03 7 s 
7,05 725 715 2,20 1,0 0,50 5,603,700,36, 0,35 0,08 18; 
7,20 7,30 7.25 210 0,95 0,47 6,203,100,27) 0,38 0,17 40) = 
7,70 7,80 7,75 1,60 0,73 0,36 6,452,850,27/049 017 40 5 
8,10 8,20 815 1,20 0.55 0,28 6,55 2,750,27/0,57 0,17 40) : 
9.3 9.5 94 9.1 — 10,85 0,44 100 
Vor die Werte, die eine Zunahme bedeuten, ist ein gesetzt 
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Der Ablauf der Tyrosinasereaktion auf ein Gemisch von Tyrosin 
und Dopa ist in Abb. 8 und 9 graphisch aufgezeichnet; daraus geht 


hervor, daB Dopa in der ersten Stunde sich nicht — wie sonst ver- 
mindert, sondern durch Oxydation des Tyrosins vermehrt wird, und 
zwar um etwa 10°, seines Gehalts. — Die von Raper! festgestellte 
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Abb. 10. Abb. 11. 
Abnahme der Tyrosin-Konzentration. 


Tatsache, daB in Gegenwart von Dopa die Oxydation des Tyrosins 
bedeutend beschleunigt wird, wird durch Gegeniiberstellung des obigen 
Versuchsergebnisses mit demjenigen des Tyrosinase-Tyrosinversuchs 
einwandfrei bestatigt: die in Abb. 10 und 11 dargestellten Kurven 
sollen dies erlautern. 

Ein Versuchsbeispiel, das tiber das Verhalten von  bestrahlter 
Tyrosinase zu einem Tyrosin-Dopasubstrat AufschluB gibt, kann leider 
im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr angefiihrt werden, da sie vor- 
zeitig abgeschlossen werden mubBte. 


Zusammenfassung. 
I. Methodische Ergebnisse. 

a) Das Verfahren zur Bestimmung von Tyrosinase nach Raper 
und Wormall wurde so modifiziert, daB es auch fiir Mikromessungen 
angewendet werden kann. , 

b) Zur Bestimmung von Dopa allein sowie von Tyrosin und Dopa 
nebeneinander wurde eine neue empfindliche maBanalytische Methode 
ausgearbeitet. 

ce) Das bei der Tyrosinase-Tyrosin- bzw. Dopareaktion stets auf- 
tretende rote Zwischenprodukt wurde durch vergleichende kolori- 
metrische Messungen bestimmt. 


1 lie. 
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d) Fermentpraparat: Die Tyrosinase wurde aus Mehlwiirmern 
gewonnen; das Darstellungsverfahren von Raper wurde modifiziert ; 
durch Adsorption wurde erreicht, daB man ziemlich reine Praparate 
erhalten konnte, die fiir die Versuche geeignet waren. 


II. Versuchsergebnisse. 


Unter Anwendung obiger MeSimethoden wurde die Einwirkung 
von Quarzlampenstrahlen auf Mehlwurmtyrosinase quantitativ unter- 
sucht mit folgendem Ergebnis: 

Die Tyrosinase wird in ihrer Aktivitat durch Bestrahlung auber- 
ordentlich geschddigt und verhalt sich demnach wie alle bisher dahin- 
gehend untersuchten Fermente. Als Substrate wurden bei diesen Ver- 
suchen sowohl Tyrosin wie 3, 4-Dioxyphenylalanin verwendet; die 


Ergebnisse waren grundsatzlich nicht abweichend. 

Die Bildung des ,,Melanins** in der Haut aus Tyrosin oder ahn- 
lichen Substanzen unter Belichtung ist demnach nicht auf eine Be- 
einflussung der Tyrosinase durch U.V.-Strahlen zuriickzufiihren. 








Uber Verinderungen des Stoffwechsels unter Bestrahlung. VIII. 


Von 


Ludwig Pincussen 


Uber die Beeinflussung den Blutzucker verindernder Faktoren 
in den Organen durch Strahlung und Insulin. 


Von 
Ludwig Pineussen. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des Stadtischen Krankenhauses 
am Urban-Berlin.). 


(Eingegangen ari 19. Juni 1931.) 
‘ 
Mit 18 Abbildungen im Text. 


In einer Reihe von Arbeiten wurde der EinfluB der Strahlung auf 
den Kohlenhydratstoffwechsel gepriift. Es konnte von Pincussen! 
gezeigt werden, daB unter Bestrahlung mit verschiedenen Lichtquellen, 
zum Teil nach Sensibilisierung mit Eosin, bei Diabetikern sowohl der 
Gehalt des Harns an Glucose wie auch der Blutzucker abnahm. 


Frenkel-Tissot? hatte kurz vorher im Hochgebirgsklima unter Be- 
strahlung teils eine Zunahme, teils eine Abnahme des Zuckers festgestellt. 
Spiter fand dann Rothman*® auch beim normalen Menschen unter Be- 
strahlung den Blutzucker deutlich vermindert. In weiteren Versuchen 
hat dann Pincussen* darauf aufmerksam gemacht, daB die Wirkung der 
Strahlung auf den Blutzucker wie auf den Harnzucker abhangig ist von 
der Art und Dauer der Bestrahlung und da8 unter Umstaénden der Blut- 
zuckerabnahme eine Zunahme des Blutzuckers vorangeht. Uber den Grund 
dieser Erscheinung ist wiederholt diskutiert worden, und es lag nahe, eine 
Beeinflussung des Nervensystems bzw. von Organen in dem Sinne an- 
zunehmen, daB es sich zunéchst um eine Reizung des Sympathicus handelt, 


1 L. Pincussen, Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Ther. 26, 127, 1922. 
2 H.L. Frenkel-Tissot, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 133, 286, 1920. 
3 St. Rothman, Zeitschr. f. exper. Med. 36, 398, 1923. 

' L. Pincussen, Strahlentherap. 18, 625, 1924. 











‘en 


ses 


uf 
ml 
en, 
ler 








L. Pincussen : Beeinflussung den Blutzucker verandernder Faktorenusw. 291 


die darauf von einem entgegengesetztem ProzeB abgelést wird. Rothman 
(l. ce. 3), hat festgestellt, daB die Phase der Erhéhung des Blutzuckers und 
damit auch des Blutdruckes mit der klinisch wahrnehmbaren Pigmentierung 
zusammenfallt; freilich handelt es sich hierbei um eine Hyperglykamie, 
welche erst nach vorheriger Erniedrigung des Blutzuckers auftritt. Dieser 
Autor kam im Gegensatz zu der damals von Pincussen aufgestellten 
Hypothese, die besonders auf Versuchen an mit Adrenalin behandelten und 
dann bestrahlten Tieren beruhte, zu der Anschauung, daB durch Licht- 
einwirkung die Erregbarkeit des Sympathicus herabgesetzt wird. Eine 
Mobilisierung von Zucker aus den Depots kommt entgegen der Anschauung 
von Pincussen nach Rothman nicht in Betracht. 

Es ist selbstverstandlich, daB die Veranderungen des Kohlenhydrat- 
stoffwechsels sich nicht auf den Zucker beschrinken kénnen und daB 
auBerdem auch im Blute weitere Verdinderungen wahrscheinlich sind. 
Untersuchungen aus dem hiesigen Institut haben ergeben!, da mit 
dem anfanglichen Ansteigen des Blutzuckers kurz nach der Bestrahlung 
eine Abnahme der Milchsiure im Blute Hand in Hand geht. In der 
Leber ist nach Pincussen und Kawakami* das Glykogen bei den be- 
strahlten Tieren deutlich erhéht, wahrend die Milchsiure abnimmt. 
Es ergibt sich also unter Strahlung zunachst eine Erhéhung des Blut- 
zuckerspiegels verbunden mit einer Abnahme der Milchsaure ; in zweiter 
Linie scheint infolge Zuriickdrangung der Zuckerverbrennung Glucose 
in die Leber einzustrémen, um dort als Glykogen abgelagert zu werden. 
Es schien aus diesen Untersuchungen sich zu ergeben, daB die Wirkung 
der Bestrahlung, zum mindesten bei Anwendung gewijsser Strahlen- 
quellen und einer gewissen Dosierung erhebliche Ahnlichkeit mit der 
Wirkung des Insulins hat. 

Es fragt sich nun, wie diese Ahnlichkeit zu deuten ist. Eine ver- 
haltnismaBig einfache Erklirung ware die, daB die Strahlung einen Reiz 
auf das sympathische Nervensystem, speziell das Pankreas ausiibt, 
da es zu erhéhter Ausscheidung des wirksamen inneren Sekretes 
des Pankreas, das wir der Einfachheit halber als Insulin bezeichnen 
wollen, kommt, und daB die ganzen Wirkungen nichts anderes sind, 
als eine durch Erregung des Pankreas hervorgerufene Insulinwirkung. 

Wahrend friiher angenommen wurde, daB die Wirkung des Insulins 
sofort zu einer Erniedrigung des Zuckers im Blute und einer Erhéhung 
bzw. Speicherung der Kohlenhydrate in den Organen fiihrt, hat sich 
neuerdings herausgestellt, daB die Wirkung keinesfalls so einfach ist. 

Riirger® hat in einer Reihe von Arbeiten auf die anfangliche Erhéhung 
des Blutzuckers nach intravenéser Applikation héherer Insulindosen auf- 


' L. Pincussen u. D. Jacoby, diese Zeitschr. 195, 449, 1928. 

2 L. Pincussen u. T. Kawakami, ebendaselbst 208, 185, 1929. 

3M. Biirger, Zeitschr. f. exper. Med. 67, 441, 1929; 69, 57, 1929; 
Klin. Wochenschr. 9, 104, 1930. 
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merksam gemacht, und Wichels und Lauber! konnten dann zeigen, daB 
man sehr charakteristische Kurven ansteigenden Blutzuckers erhalt, wenn 
man wahrend der hyperglykémischen Phase der vorhergehenden Gabe 
wiederum Insulin injiziert. GréBere Dosen und kiirzere Intervalle geben 
steil ansteigende Kurven, kleine Dosen in langeren Intervallen flachere. 
Die Insulinhyperglykaémie wird durch Ausschiittung aus der Leber hervor- 
gerufen, so daB bei Erschépfung der Glykogenvorraéte der Blutzucker 
sofort steil abfallt. Augenscheinlich spielt hierbei das Adrenalin eine wesent- 
liche Rolle, vielleicht ist auch, wie Wichels und Lauber annehmen, die 
Schilddriise und die Hypophyse beteiligt, so daB es sich um ein ganz kom- 
plexes System handelt. DaB die Nebenniere mindestens nicht das einzige 
Organ ist, welches als Antagonist auftritt, folgt auch aus Versuchen von 
Birger (1. c.), der eine Hyperglykamie auch trotz Nebennierenexstirpation 
fand. 

Es ist schon friiher eine Ubertragung des blutzuckersenkenden 
Prinzips von einem Tier auf das andere versucht worden. Collip? gibt an, 
daB es ihm gelungen ist, durch Ubertragung des Blutes vormals mit Insulin 
oder Guanidin behandelter Tiere auf andere bei diesen eine Hypoglykamie 
zu erzeugen. Solche Wirkung fand er vor allem, wenn er Tiere gegen Be- 
handlung mit sonst Blutzucker erniedrigenden .,Glucokininen“ selbst 
refraktar befunden hatte und das Blut dieser Tiere zur Weiterbehandlung 
verwandte. Im Gegensatz zu Collip konnte Stasiak* im Blute insulin- 
gespritzter Tiere einen solchen Faktor nicht finden. Andere Ergebnisse 
hatten die Versuche von Koranyi*. Unter seiner Leitung hat Hetenyi5 
Extrakte aus Muskel und anderen Organen gesunder Kaninchen und Hunde 
dargestellt. Er extrahierte mit 0,7°,iger Kochsalzlésung, erwarmte auf 
50° und saéuerte mit Schwefelsévre schwach an. Die Extraktion wurde 
mehrmals wiederholt. Die durch Kolieren erhaltenen PreSsaéfte wurden 
bei 75 bis 78° mit kolloidalem Eisen enteiweiBt, die eiweiBfreie Lésung 
bei 40° im Wasserbad so konzentriert, daB 1 cem derselben | g Organ ent- 
sprach. Die Lésung ist schwach sauer und gibt mit Phosphorwolfram- 
siure einen Niederschlag. Hetenyi fand, daB die Extrakte von normalen 
Tieren auf andere Tiere nicht im Sinne einer Veraénderung des Blutzuckers 
wirkten. Anders war es bei Extrakten von Insulintieren: Muskelextrakte 
erhéhten den Blutzucker um 25 bis 56°,, solche aus Leber um 8 bis 16°,. 
In'aéhnlicher Weise wirkten Muskelextrakte von Tieren, deren Glykogen- 
depots durch Hunger, Entfernung des Pankreas oder Gifte wie Phlorrhizin, 
Strychnin geleert worden waren. Koranyi* nimmt als Grund dieser Er- 
scheinung die Entstehung zuckermobilisierender Stoffe an, welche durch 
den Zuckerhunger der Muskeln ausgelést wird. Er faBt die initiale Insulin- 
hyperglykamie so auf, daB groBe Insulindosen durch Beschleunigung der 
Zuckerverarbeitung in den Muskeln einen lokalen Zuckermangel herbei- 
fiihren, dessen hyperglykémisierende Wirkung die Hauptwirkung des 
Insulins voriibergehend iibertreffen kann. Uber die Art dieses Agens ist 
sich Koranyi nicht ganz klar. 


1 P, Wichels u. H. Lauber, Verh. d. D. Ges. f. inn. Med. 42. KongreB 
1930. 

2 J. B. Collip, Journ. of biol. chem. 58, 163, 1923. 

3 4. Stasiak, diese Zeitschr. 151, 84, 1924. 

4 4. v. Koranyi, Deutsch. med. Wochenschr. 56, 1683, 1930. 

5 G. Hetenyi, Zeitschr. f. exper. Med. 67, 772, 1929. 
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Die jetzt zu schildernden Versuche betreffen gewissermaBen zwei 
Fragen. Sie sind urspriinglich zu dem Zwecke angestellt, um den 
Mechanismus der Strahlungswirkung auf den Kohlenhydratstoffwechsel 
weiter zu klaren, sie beanspruchen jedoch Interesse auch dadurch, daB 
sie die allgemeine Frage der Insulinwirkung behandeln. Wie schon 
vorher erwahnt, hatten wir schon friiher gewisse Ahnlichkeiten zwischen 
der Wirkung der Strahlung und der Wirkung des Insulins beobachtet, 
sowohl was die anfangliche Steigerung der Zuckerwerte wie auch die 
starkere Anlagerung von Glykogen betrifft. Es ergab sich also die 
Fragestellung, die insulinartigen Extrakte unbehandelter und bestrahlter 
Tiere in ihrer Wirkung auf andere Tiere zu untersuchen. Bei der friiher 
gefundenen Ahnlichkeit der Wirkungen muBten auch insulinbehandelte 
Tiere in die Versuchsreihe einbezogen werden, und endlich wurde auch, 
gewissermaBen als Gegensatz zur Bestrahlung, die Wirkung langer- 
dauernder Dunkelheit auf den Gehalt an Insulin in das Bereich der 
Untersuchungen gezogen. 

Als Versuchstiere dienten in allen Fallen Meerschweinchen. Die 
behandelten Tiere wurden zu bestimmter Zeit getétet, ihr Blutzucker 
festgestellt und ihre Organe sofort nach der alten Methode von Collip 
auf Insulin verarbeitet. Es wurde zu diesem Zwecke genommen das 
Pankreas, die Leber, Muskulatur des Hinterschenkels, Lunge, Milz und 
endlich Haut, die vorher von dem Haaren befreit worden war. Die 
Herstellung der Extrakte geschah folgendermaBen. 

Das frisch entnommene zerkleinerte Organ wurde sen yer gleichen 
Volumen 96°,igen Alkohols tiber Nacht stehengelassen und dann zentri- 
fugiert. Das Zentrifugat wurde mit dem doppelten Volumen 96° igen 
Alkohols versetzt, nach mindestens 2 Stunden kleine Ausscheidungen ab- 
zentrifugiert und die Fliissigkeit im Faust-Heimschen Apparat stark ein- 
geengt. Es wurde dann wieder mit 80°,igem Alkohol aufgenommen und 
zentrifugiert. Die klare alkoholische Schicht wurde im /'aust-Heim-Apparat 
zur Trockne eingeengt und, in wenig Kochsalzlésung aufgenommen, zur 
subkutanen Injektion verwendet. Es wurde in allen Fallen so gearbeitet, 
daB die injizierte Menge Extrakt der gleichen Menge Organ entsprach. 
So enthielt das injizierte Pankreasextrakt die wirksamen Stoffe von 0,8 g 
Pankreas, das Lungenextrakt die von 1,5g Lunge, Blutextrakt. Leber- 
extrakt, Muskelextrakt und Hautextrakt die Stoffe von 3g des betref- 
fenden Organs. 

Die Injektion der Extrakte bei den Meerschweinchen geschah 
subkutan. Der Blutzucker bei diesen Tieren wurde zunichst niichtern 
(18 Stunden Hunger) bestimmt, sodann 60 Minuten, 180 Minuten und 
24 Stunden nach der Injektion. 

Die nachfolgenden Kurvenbilder enthalten die sich aus einer Reihe 
gleichmaBiger Untersuchungen ergebenden Blutzuckerkurven fiir die mit 
Extrakten verschieden behandelter Tiere gespritzten Meerschweinchen. 
Es wurden folgende Gruppenversuche angestellt. 
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1. Unbehandelte Tiere (wie auch alle anderen zur Extraktherstellung 
benutzten Tiere seit 18 Stunden niichtern). 


2. Mit der Quecksilberquarzlampe 10 Minuten bestrahlte Tiere. 
3. Mit der Quecksilberquarzlampe 30 Minuten bestrahlte Tiere. 
4. Mit der Quecksilberquarzlampe 60 Minuten bestrahlte Tiere. 
5. Mit der Vitaluxlampe bestrahlte Tiere. 


6. Mit Neonlicht bestrahlte Tiere. 
7. Mit Natriumlicht bestrahlte Tiere. 
Ss. Mit U.-R. und Warmestrahlen (elektrischer Heizofen) bestrahlte 
Tiere. 

9%. Mit Insulin behandelte Tiere. 

10. 3 Tage im Dunkeln gehaltene Tiere. 

11. 3 Tage im Dunkeln gehaltene und dann mit Insulin behandelte 
Tiere. 

Fir die Bestrahlung mit der Quecksilberquarzlampe diente das 
iibliche Modell der Quarzlampengesellschaft, das an Wechselstrom von 
220 Volt angeschlossen war und dessen photometrische Messung 1500 HK 
ergab. Die Lampe wirkte in 50cm Entfernung ein. Die energetische 
Messung ergab 2,15. 10-3 cal. qem .sec~!. Bei einer bestrahlten Flache 
von 75 qem, welche bei allen Tieren eingehalten wurde — in dieser 
Grobe waren die Haare kurz abgeschnitten — betrug die in der Sekunde 
auffallende Energie 1,61 .10~-!cal. Bei einer Bestrahlungsdauer von 
10 Minuten betrug hiernach die gesamte ‘auffallende Knergie 97 cal, 
in 30 Minuten 289 cal, in 60 Minuten 578 cal. 

Die Natriumlampe, ein Versuchsmodell der Osram-Studiengesell- 
schaft, besaB eine Lichtstarke von 520 HK. Sie emittiert fast rein 
gelbes Licht, dessen Hauptenergie von der D-Linie geliefert wird. Bei 
einer Entfernung von 30 cm ergab sie 6,2 . 10-4 cal . qem . sec~!, so daB 
dié in der Sekunde auf die Fliche von 75 qcem auffallende Energie 
0,47.10-!cal betrug. Dementsprechend war die Gesamtenergie, 
welche in 30 Minuten auffiel, 84 cal, in 60 Minuten 168 cal. 

Die Neonlampe, photometrisch zu 350 HK gemessen, ebenfalls 
ein Modell der Osram-Studiengesellschaft, emittiert fast nur rotes Licht, 
das durch die charakteristischen Linien des Neon gekennzeichnet ist. 
Die energetische Messung in der bei den Tierversuchen angewandten 
Entfernung, nimlich 20 em, ergab 6,9 . 10-4 cal.qem . sec~!, so daB auf 
die beim Tier bestrahlte Flache von 75 qem 0,52. 10-! cal/see auf- 
fiel. In der Zeit von 30 Minuten betrug demnach die zugestrahlte 
Menge 93 cal, in 60 Minuten 186 cal. 


Die Vitaluxlampe mit Reflektor, photometrisch zu 1800 Kerzen 
gemessen, wirkte in einer Entfernung von 1m. _ Ihre energetische 
Messung, wobei eine Fliche von 30cm Durchmesser gleichmaBig aus- 
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geleuchtet war, ergab 1,97 . 10>? cal. qem.sec !, so das auf die Flache 
von 75 qem in der Sekunde 1,48 cal auffielen. Wahrend der 30 Minuten 


dauernden Bestrahlung erhielt das ‘Tier also 2650 eal. 


Fir die Behandlung mit Warmestrahlen diente ein elektrische 
Heizofen, der in 50 cm Entfernung einwirkte. Die energetische Messung 


! so dab die in der 


in dieser Entfernung ergab 2,1] . 10>? cal . qem . sec 
Sekunde auf die Fliche von 75 qcem auffallende Energie 1,58 cal be- 
trug. In der Zeit der Einwirkung, namlich 30 Minuten, wurden demnach 


annahernd 2850 cal zugestrahlt. 


Die angegebenen Zahlen betreffen nur die Kérperstelle mit kurz- 
geschnittenem Haar. Da auch die anderen Teile des Tieres Strahlung 
aufnehmen, ist der Gesamtbetrag im gleichen Verhaltnis fiir alle 
Bestrahlungsarten — hoher. 


Die Menge der Energie, welche die Tiere erhielten, war also nicht 
gleich: 30 Minuten Bestrahlung mit der Natriumlampe und der Neon- 
lampe und 10 Minuten mit der Quarzlampe ergab ungefahr die gleiche 
Energiemenge ; héher war die Energie aus der Vitaluxlampe, am héchsten 
die vom Heizofen gelieferte, welche die der anderen Strahler um das 
Vielfache tibertraf. Mit der Quarzlampe wurde, wie schon angegeben, 
verschiedene Zeit lang bestrahlt : wie sich aus den Tabellen ergibt, auch 
mit durchaus versckhiedener Wirkung. 


Wie schon anfangs mitgeteilt, wurde eine Reihe von Tieren ohne 
Bestrahlung mit Insulin behandelt, und zwar waren die Tiere vorher 
teils im gedimpften Tageslicht im Stalle —, teils im Dunkeln ge- 
halten worden. Die zur Behandlung angewandte Menge Insulin betrug 
10 Einheiten, die subkutan verabfolgt wurden. 


Es folgen nun die Resultate. Diese sind der besseren Ubersicht 
halber graphisch dargestellt, und zwar fiir jedes Organ getrennt. Damit 
die Ubersichtlichkeit nicht leidet, sind die Werte fiir jedes Organ 
auf drei verschiedenen Graphiken dargestellt, deren jede aber zum 
Vergleich die Ergebnisse aus den Organen der normalen, unbestrahlten 
Tiere enthalt. 

An Hand dieser Darstellungen sollen die Ergebnisse besprochen 
werden. Zunachst ergibt sich, daB die normalen, in gedimpftem Stall- 
licht gehaltenen Tiere Extrakte liefern, welche in allen Fallen bei den 
behandelten Meerschweinchen eine Senkung des Blutzuckers bewirken, 
also Kurven ergeben, welche im groben Ganzen der Inswtinwirkung 
entsprechen: auf einen mehr oder weniger starken Fall des Blutzuckers 
in der ersten und dritten Stunde folgt eine mehr oder weniger voll- 
standige Riickkehr zur Norm. Die ausgezogene Linie in den Kurven- 
bildern zeigt stets diesen Gang. Ferner ergibt sich, dab samtliche 
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Abb. 18. 


untersuchten Organe blutzuckerverandernde Extrakte liefern, und 
daB auch das Blut — wohl als Transportmittel — solche Stoffe stets 
enthalt. 


Bevor wir zur weiteren Besprechung der Ergebnisse kommen, ist 
es noch erforderlich, die Senkung des Blutzuckers beim Spendertier 
mit der Senkung bzw. Verinderung des Blutzuckers durch die Organ- 
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extrakte beim behandelten Tier zu vergleichen. In nachfolgende 
Tabelle sind diese Werte zusammengestellt : der Blutzucker des Spender- 
tiers bei der ‘Tétung, d. h. 60 Minuten nach der Behandlung, und die 
Veranderung beim Versuchstier 60 Minuten nach der Injektion des 
Extraktes. Die Werte sind in mg-° 
aus mehreren behandelten ‘lieren dar. 


angegeben und stellen die Mitte! 


Oo 





Verinde- 


rung des Blatzuckerverinderung durch Extrakt 
Behandlung Blutzuckers 
‘ Spenders Pankreas Leber Muskel Haut Lunge_ Blut 
(Juarzlampe, 10 Min... . + 27 +28 +23 +26 +9 411 +15 
‘ 30, ...) —12 | —9 |—6 10 5 11 l 
% Pe x a a 21 —1 —14 —10' —9 6 y 
Vitalux-Lampe .... . — 24 +16 +8 +22 +13 +12 +6 
Neon-Robre. ...... 14 5 +2 —8 14 5 3 
Natrium-Rohre ..... —18 10 +25 +5 5 
| SS ae 26 0 +8 +11 17 +8 7 
ee ee ee — 64 +49 +20 +11 —2 +7 + 20 
Desgl. bei Dunkel-Tieren . 39 20 | 4- O94) 4.93) 4-4 - 14.' 4 15 
Unbehandelte Tiere . . . 20 20 25 5 6 7 
Denkeltiere. ...... _ + 35 +29 + 26 7 +10 +24 


Die Vergleiche zwischen Wirkung der Extrakte und der Anderung 
des Blutzuckers durch die Behandluag beim Spendertier zeigen ganz 
eigenartige und unerwartete Verhaltnisse. Unbehandelte unter ge- 
wohnlichen Verhaltnissen gehaltene Tiere liefern, wié schon erwihnt, 
Extrakte, welche in jedem Falle senken. Wie nicht anders zu erwarten 
war, ist die Wirkung des Extraktes aus Pankreas am gréBten, wenn 
man beriicksichtigt, daB nur 0,8 g Pankreas zur Herstellung des Extraktes 
verwendet wurde, wogegen bei den anderen Organen 3 g, bei der Lunge 
immerhin 1,5 g¢ verarbeitet worden war. Diese Verhialtnisse miissen 
natiirlich beim Lesen der Tabellen im Auge behalten werden. Im Gegen- 
satz hierzu zeigen im Dunkeln gehaltene Tiere, deren Blutzucker von 
dem der Normaltiere kaum abwich — er betrug 0,092 bis 0,097 °,, — in 
ihren Extrakten eine sehr stark ausgeprigte gegensitzliche Wirkung, 
indem in ihnen die zuckererhGhende Komponente die  zucker- 
erniedrigende in ganz erheblicher Weise tiberwog, so dal} meist starkere 
Erhéhungen des Blutzuckers resultierten, als durch die Extrakte aus 
gewohnlichen Tieren Senkungen erzielt wurden. Es ist zweifellos, dab 
hier die Dunkelheit einen ganz charakteristischen EinfluB ausiibte, da 
sonst in der Haltung der Tiere keine Unterschiede bestanden. 

Insulin ruft die bekannte Blutzuckersenkung bei den damit be- 
handelten Tieren hervor, und zwar ist diese Senkung héher bei solchen 


Tieren, die im Tageslicht gehalten waren, als bei den vorher in Dunkelheit 
gehaltenen. Die Extrakte dieser Tiere bewirken, mit Ausnahme vielleicht 
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der Haut, eine ganz erhebliche Steigerung der Blutzuckerwerte, wie 
es Hetenyi fiir Leber und Muskel angibt. Der Unterschied zwischen den 
Extrakten gewoéhnlicher und dunkel gehaltener Insulintiere ist nicht 
erheblich, mit alleiniger Ausnahme des Pankreas, wo die Wirkung eine 
vielleicht doppelt so hohe ist. 

Kine Deutung dieser Befunde st6Bt naturgemaB bei unseren heutigen 
Kenntnissen auf die gréBten Schwierigkeiten. Wir sind gezwungen, 
wie schon vorher angedeutet, in den Organen zwei Prinzipien an- 
zunehmen, die einander entgegenarbeiten. Ob es sich hierbei um einen 
insulinartigen und einen adrenalinartigen K6rper handelt, die im 
normalen Zustand miteinander im Gleichgewicht sind, méchte ich nicht 
sagen. Als Hypothese, die freilich noch durch viele Versuche gestiitzt 
werden muB — es ware z. B. erforderlich, die Gegenwart eines adrenalin- 
aihnlichen K6rpers festzustellen —, ist diese Anschauung jedenfalls 
brauchbar. Es miiBte jedoch noch eine zweite Hilfshypothese gerade 
bei der Insulinwirkung gemacht werden. Das zugefiihrte Insulin kénnte 
nicht einfach so wirken, daB es fiir fehlendes Insulin eintritt, sondern 
es mite die anderen Organe, vor allem das Pankreas, zur Hergabe 
von Insulin in grobem Make reizen, auf diese Weise eine Verarmung 
der betreffenden Organe an Insulin herbeifiihren und so dem Antago- 
nisten das Ubergewicht verschaffen. Ist dieser in Wirklichkeit das 
Adrenalin, so miiBte man vielleicht durch seine Injektion das Gegenteil 
erreichen, d. h. ein Ubergewicht des Insulins in den Organen erzeugen, 
so daB diese wieder blutzuckersenkend wirken wiirden. Auch solche 
Versuche miissen angestellt werden und sind im Institut bereits im 
Gange. Ob noch andere Organe bzw. ihre Sekrete in Frage kommen, 
wie z. B. die Schilddriise, sind Fragen, welche ebenfalls beantwortet 
werden miissen. 

Noch eine Méglichkeit, welehe den Vorzug hat, den Dualismus zu 
vermeiden, kime als Erklirung in Betracht. Es kénnte durch die 
Wirkung der Extrakte eine Ersparnis an Zucker, sei es durch geringeren 
Verbrauch, sei es durch erhéhte Resynthese erfolgen, so da} der Blut- 
zuckerspiegel anfangs einen besonders hohen Stand erreicht und der 
AbschluB in die Depots nur verzégert erfolgt. Diese Méglichkeit ist 
auf Grund der friiheren Ergebnisse nicht ausgeschlossen. Geplante 
Versuche, neben der Veranderung des Blutzuckers das Glykogen zu 
bestimmen, werden hier entscheiden. 

Wenn wir jetzt zu den Bestrahlungsversuchen tibergehen, so ergibt 
zunaichst die Priifung der Blutzuckerveranderungen beim Spendertier 
und der Vergleich bei den zugefiihrten Energien, dai diese sicher 
nicht ausschlaggebend fiir die Ergebnisse sind. Die Senkung des Blut- 
zuckers beim Spendertier durch Neon- und Natriumlampe bei einer 
Aufstrahlung zwischen 100 und 200 cal ist nicht so erheblich geringer 
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als die Wirkung der Vitaluxlampe oder des Heizofens, die weit iiber 
das Zehnfache an Energie abgeben. Die Quarzlampe, welche bei 30 
und 60 Minuten in den auffallenden Energiewerten zwischen den eben 
genannten Werten steht, bewirkt eine ungefahr gleiche Abnahme des 
Blutzuckers, wogegen die kurze Quarzlampenbestrahlung mit 97 cal 
eine Steigerung des Blutzuckers bewirkt. Diese Vergleiche zeigen also 
einmal die schon oft betonte Wichtigkeit der Dosierung und anderer- 
seits, daB die Energiemenge allein nicht das Ausschlaggebende ist. 

Die gréBten Schwierigkeiten kommen jedoch, sobald man die 
Wirkungen der Extrakte miteinander vergleicht. Die zehnminutige 
Quarzbestrahlung beeinfluBt nicht nur den Blutzucker des Spender- 
tieres in positiver Richtung, sondern es liefert auch Extrakte, welche 
den Blutzucker in sehr betrachtlicher Weise erhéhen; dagegen liefern 
die 30 und 60 Minuten lang bestrahlten Tiere, deren Blutzucker durch 
die Bestrahlung sinkt, Extrakte, welche den Blutzucker ebenfalls 
senken. Hier miiBte der Mechanismus ein ganz besonderer sein. DaB 
durch kurze Reize besonders im Anfang eine Steigerung des Blutzuckers 
auftritt, wurde bereits betont: wir haben das haufig bei Bestrahlungen 
gesehen. Durch einen solchen kurzen Reiz miibten in den Organen 
Prozesse ablaufen, auf Grund derer die adrenalinihnliche Komponente 
iiberwiegen miBte. Eine langere Bestrahlung bewirkt eine Umkehrung 
dieses Prozesses: sie nimmt «zwar Insulin aus den Organen fort, laBt 
ihnen aber doch so viel, dai sie den Blutzucker anderer Tiere noch 
maBig senken kénnen. Von einer ebenfalls denkhbaren Anwendung der 
oben genannten zweiten Hypothese méchten wir vorerst absehen. 

Die Wirkung der Vitaluxlampe zeigt eine auBerordentliche Ahnlich- 
keit mit der des Insulins: eine Senkung des Blutzuckers beim Spender- 
tier, eine zunachst blutzuckererhéhende Fahigkeit samtlicher Organe, zum 
Teil in noch héherem MaBe als das Insulin. Man wird als Mechanismus 
wohl am besten den fiir die Insulinwirkung skizzierten annehmen. 

Wahrend fiir die eben besprochenen Strahlenquellen die Wirkung 
der Extrakte der verschiedenen Organe stets in gleicher Richtung 
lag, gilt dies nicht fiir die Neonlampe, die Natriumréhre und den Heiz- 
ofen. Hier beeinflussen einzelne Organe den Blutzucker in steigender, 
die anderen in fallender Richtung. Es muB dahingestellt bleiben, ob 
hier die Wirkung der einzelnen Spektralbezirke eine Rolle spielt. Wenn 
dies, wie weitere Versuche ergeben miissen, der Fall sein sollte, hatte 
man einen Anfang zur elektiven Strahlenwirkung durch bestimmte 
Strahlenqualitaten. 

Die in dieser Mitteilung beschriebenen Wirkungen werden von 
verschiedenen Seiten her weiter verfolgt und erganzt werden miissen. 


Abgesehen von den Einfliissen von Licht und Dunkelheit zeigen sie 
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jedenfalls, daB durch Strahlung verschiedener Art im Organismus 
Veranderungen im Stoffwechsel speziell der inneren Sekretion ausgelést 
werden kénnen, wie sie in ahnlicher Weise bisher nicht beobachtet 
wurden. Die Abnlichkeit gewisser Strahleneinfliisse in ihrer Wirkung 
mit der des Insulins fiihrt zwangsliufig zu dem SchluB, dab diese 
Wirkungen nahe verwandt sind und da gerade fiir innersekre- 
torische Vorginge dem Lichte ein maBbgeblicher Einflufi zukommt. 
Ob in diesem besonderen Falle einfach Strahlung gleich Insulin zu 
setzen ist, oder ob sich unter StrahlungseinfluB zunachst ein insulin- 
artiger Koérper bildet und dann der Ablauf der gleiche ist, durfte kaum 
von entscheidender Bedeutung sein. 


Bei der Ausfiihrung dieser Arbeit hat mich Frl. Anneliese Rothmann 
eifrig und geschickt unterstiitzt. 
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Uber Verinderungen des Stoffwechsels unter Bestrahlung. IX. 


Von 


Ludwig Pinecussen. 


Der Glutathiongehalt der Organe. 


Von 
Soitiro Yokota. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stadtischen Krankenhauses 
am Urban-Berlin.) 


(Eingegangen am 19. Juni 1931.) 


Das von Hopkins entdeckte Glutathion ist wichtig als Redoxsystem: 
es bildet zwei Stufen, eine Ox-Form, welche durch Anlagerung von 
Wasserstoff zu einer Red-Form reduziert wird, die ihrerseits wieder 
durch Abgabe von Wasserstoff an einen Akzeptor oxydiert wird. Sieht 
man vom Akzeptor ab, so erfolgt die Oxydation und Reduktion nach 
der Formel 

2GSH GS —SG+ H,. 
In den Zellen findet sich meist die Red-Form. 

Die Rolle des Glutathions im Stoffwechsel ist bisher nicht geklart. 
Es ist zweifellos, daB ein solches System als Ubertriger von Wasserstoff 
bzw. Sauerstoff bei den Zellprozessen eine wichtige Rolle spielen muB. 
Es scheint neuerdings cie Meinung dahin zu gehen, daB im wesentlichen 
Oxydationsvorginge durch dieses System  beschleunigt werden 
Handovsky*' fand den Glutathiongehalt der Organe ziemlich verschieden 
und Leber und Milz am reichsten daran. Er fand ferner eine Abnahme 
mit zunehmendem Alter und beim Meerschweinchen im Gegensatz zum 
Kaninchen auch eine Abhaingigkeit von der Jahreszeit. Er _ stellte 
eine Steigerung im Muskel und Leber bei allen Formen von Sauerstoff- 
mangel bzw. gesteigertem Sauerstoffbediirfnis fest. Sollen gesteigerte 


1 Handovsky, Klin. Wochenschr. 1930, S. 937. 
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Leistungen oderVerbrennungen ausgefiihrt werden, steigt der Glutathion- 
gehalt an. Handovsky spricht in diesem Sinne von einer Umschaltung 
der Oxydation auf Dehydrogenisation, was eigentlich nichts aussagt, 
da im weiteren Sinne beide Erscheinungen nur theoretisch auseinander- 
gehalten werden kénnen. 

In Verfolg der Handovskyschen Untersuchungen hat dann 
v. Deschwanden! den Glutathiongehalt des Blutes von Kaninchen im 
Hohenklima unter Sonnenstrahlung untersucht und diesen nach ein- 
stiindiger Bestrahlung vermindert gefunden, im Gegensatz zu der 
Wirkung der Hohe, welche den Glutathiongehalt heraufsetzt. Er folgert 
hieraus, daB durch Bestrahlung mit Hochgebirgssonne die Anforderung 
des Organismus an die Atmungsfunktion des Blutes herabgesetzt werde. 

Die hier zu schildernden Versuche sind unabhangig und ohne 
Kenntnis der letzteren Arbeit vorgenommen worden. Sie stehen im 
Zusammenhang mit den anderen im Institut ausgefiihrten Unter- 
suchungen iiber Stoffwechselveranderungen unter Bestrahlung. Sie 
gingen nicht aus von einer Priifung der Oxydationsfahigkeit, sondern 
sollten einen Beitrag dazu liefern, ob die allgemein unter gewissen 
Strahlungswirkungen beobachtete Steigerung der Stoffwechselwirkungen 
mit dem Glutathiongehalt der Organe in Zusammenhang zu bringen ist. 

Sie wurden ausgefiihrt an weiben Ratten und Meerschweinchen. 
Beide 'Tierarten waren gleichmaBig ernahrt worden, die Meerschweinchen 
mit Heu und etwas Hafer, die Ratten mit Milchreis. Die Tiere waren 
einen Tag vor Anstellung des Versuches ohne Nahrung gehalten. Von 
jeder Tierart wurde eine gréBere Anzahl von Bestimmungen ohne 
Behandlung ausgefiihrt, die anderen Tiere wurden gleichmaBig mit 
einer Wechselstromquecksilberquarzlampe bestrahlt, welche photo- 
metrisch gemessen 1500 HK gab. Bei der gleichmaBbig gehaltenen 
Entfernung von 50cm _ ergab die energetische Messung 2,15 
. 10-3 cal.qem.sec~!. Da die Dauer der Einwirkung fiir den Erfolg 
maBbgeblich ist, wurde ein Teil der Tiere 15 Minuten, ein anderer 
30 Minuten. ein dritter endlich 60 Minuten der Strahlung ausgesetzt. 
Da auch die seit der Bestrahlung vergangene Zeit von erheblichem 
EinfluB sein kann, wurden die Tiere gleichmaBig 30 Minuten nach 
beendeter Bestrahlung getétet. 

Die Bestimmung des Glutathions erfolgte nach der Angabe von Tunni- 
cliffe bzw. von Hopkins, indem nach Extraktion mit Trichloressigséure- 
lésung der Extrakt mit Jod titriert wurde ?. 

Ungefahr 5g Leber und Muskel, die ganze Lunge bzw. Milz wurden nach 
Wagung mit etwas gewaschenem Sand in einem Morser mit einer frisch 


1 J. v. Deschwanden, Strahlentherapie 39, 278, 1931. 
2 Sir F. Gowland Hopkins, Das Schwefelsystem in ..Die Methodik 
der Fermente“, S. 1144, Verlag Thieme, Leipzig. 
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bereiteten 10°,igen wasserigen Lésung von Trichloressigséure griindlich 
zermahlen. Der diinne Gewebsbrei wurde auf einen kleinen /uchner- 
Trichter, der mit einem von einer diinnen Schicht Kieselgur bedeckten 
Filter beschickt war, gebracht und an der Saugpumpe filtriert. Der Riick- 
stand wurde im Morser ein zweites Mal mit einer geringeren Séuremenge 
verrieben und dann auf dem Filter so lange gewaschen, bis die Wasch- 
fliissigkeit keine Spur einer Nitroprussidreaktion zeigte. Das gesamte 
Filtrat wurde nun mit n/100 Jodlésung titriert und der Endpunkt folgender- 
maBen bestimmt. Kleine Héufchen eines gepulverten (Gemisches von 
20 Teilen Ammonsulfat und einem Teil Nitroprussidnatrium wurden auf 
eine glasierte Platte gesetzt; wahrend der Titration wurde von Zeit zu Zeit 
erst ein Tropfen der Lésung, dann ein Tropfen Ammoniak auf je ein Pulver- 
haufchen gebracht. Gegen Ende der Titration ist der Umschlag nicht mehr 
so deutlich, daB man ihn ganz sicher erkennen kann; man fiihrt die Probe 
dann mit einer etwas gréBeren Menge in einem kleinen Reagenzglaschen 
aus. So kann der Endpunkt am Verschwinden der Nitroprussidreaktion 
deutlich erkannt werden. Die Berechnung gestaltet sich einfach, indem 
leem n/100 Jodlésung 2,5 mg Glutathion entsprechen. 


In nachfolgenden Tabellen sind die Werte in mg-°,, bezogen 
auf feuchtes Gewebe, angegeben. 


Tabelle I. 





a... Bestrablung Glutathion in mg-°/, 

Nr.e Min. 4 Leber ‘Milz Lunge Muskel 
1 - 377 219 145 42 
2 _- 208 223 159 38 
5 —_ 326 224 137 45 

10 — 337 220 162 38 

12 —- 184 217 122 36 

19 _ 289 218 113 41 

20 — 244 218 125 47 

21 - 316 214 134 36 

22 = 218 212 160 49 

23 - 318 222 125 41 

26 — 3N2 217 135 45 

Mittel: — 284 219 138 40,8 
7 15 257 222 130 32 
S 15 305 206 135 50 

14 15 284 209 130 37 

17 15 306 196 145 37 

Mittel: 288 208 135 39 
i) 30 305 210 140 54 

11 30 207 200 110 45 

13 30 287 236 156 62 

15 30 348 © 215 160 40 

24 30 340 198 120 39 

25 30 253 186 134 44 


Mictel: || 290) 208 137 47 








306 Ss. Yokota: 


Tabelle I (Fortsetzung). 





FPP at Bestrahlung Glutathion in mg-°/; 
Nr. Min. Lebe1 Milz Lunge Muskel 
3 60 310 229 188 61 
4 60 329 232 157 53 
6 60 316 204 157 40 
16 60 278 198 1351 32 
Mittel : 3O8 216 158 47 


Tabelle I gibt die Versuche an Meerschweinchen fiir die genannten 
vier Organe : Leber, Milz, Lunge und Muskel. Die dem Tiere sofort nach der 
Tétung entnommenen Organe waren durch auBerliches Waschen vorher yon 
anhaftendem Blut befreit: Lunge und Muskel wurden, um ein besseres 
Verreiben zu erméglichen, vorher mit der Schere etwas zerkleinert. 

Die Werte in Tabelle I zeigen zunachst bei der Leber der 
Kontrolltiere nicht unerhebliche Schwankungen.  Dieselben sind in 
etwas verringertem Mabe bei den Lebern der bestrahlten Tiere fest- 
zustellen. Wenn man die Mittelwerte betrachtet, ergibt sich fiir die 
Leber ziemlich deutlich ein gewisser Gang im Sinne einer Vermehrung 
des Glutathions bei langerer Bestrahlung. Die Zahlenunterschiede sind 
aber nicht \so groB, da man daraus sichere Schliisse ziehen méchte. 
In auffallender Weise sind die Milzwerte erheblich gleichmaBiger unter 
sich: die Mittelwerte sind fiir die unbestrahlten und die 60 Minuten 
lang bestrahlten Tiere fast gleich, fiir die kiirzer bestrahlten viel- 
leicht zufallig — ein wenig niedriger. Es sei grundsatzlich zu diesen 
Milzwerten bemerkt, daB wahrscheinlich auch Glutathion aus Blut- 
kérperchen mitextrahiert wird. Die Mittelzahlen fiir die Lunge ergeben 
fiir unbestrahlte und kurzbestrahlte Tiere fast gleiche Werte; bei lang- 
bestrahlten ist eine Zunahme deutlich. Auch fiir den Muskel liegen 
die Werte nach lingerer Bestrahlung im Durchschnitt leicht erhéht. 

Es soll nicht geleugnet werden, daB diese Ergebnisse nicht allzu be- 
friedigend sind, weil, wie wiederholt ausgefiihrt, in den meisten Fiillen 
die Werte einer Gruppe eine nicht unerhebliche Streuung zeigen und 
eigentlich nirgends, héchstens bei der Leber der lange bestrahlten 
Tiere, die Zahlen aus denen der anders behandelten Tiere herausfallen. 
Es mag sein, daB die Ergebnisse grundsatzlich giinstiger waren, wenn 
man Tiere aus derselben, erbanalytisch gekennzeichneten Zucht ver- 
wenden wiirde. Diese Methode, welche in anderen Disziplinen der 
Biologie eingefiihrt ist, st6Bt aber vorliufig auf erhebliche, im wesent- 
lichen aéuBere Schwierigkeiten. Es wird aber doch zu erstreben sein, 
sie auch fiir diese Versuche einzuftihren. 

Eine zweite Serie von Versuchen wurde an weiben Ratten aus- 
gefiihrt. Zum groBen Teil wurden hier Tiere verwendet, welche aus 
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dem Institut fiir Vererbungsforschung stammten, die also grundsatzlich 
nach den eben gemachten Ausfiihrungen giinstigere Bedingungen 
bieten diirften. Die Tiere waren lingere Zeit, mindestens 2 Wochen 
vorher mit einer gleichmaBigen Milchreiskost ernahrt und 16 Stunden 
vor der Tétung nuchtern gehalten worden. Die Gewinnung der Organe 
erfolgte in gleicher Weise wie bei den Meerschweinchen: auf schnelles 
Arbeiten und Kiihlung bis zur Extraktbereitung wurde Wert gelegt. 
Tabelle II gibt die Uhersicht der Ergebnisse. 


Tabe lle rz. 





Glutathion mg-° 


Ratte Bestrahlung ' 
Nr. Min Leber Milz Lunge Muskel 
1 186 133 64 32 
2 192 114 6! 33 
3 ~ 163 132 71 33 
4 200 131 75 36 
5 — 186 134 75 30 
§ 184 147 93 38 
17 - 121 149 93 30 
Mittel: 176 134 76 33 
6 15 200 _ 114 106 34 
12 15 235 ’ 128 96 30 
15 15 257 117 153 34 
19 15 208 134 121 , 39 
Mittel: 225 123 119 34 
7 30 205 141 9] 27 
g 30 190 114 (70) 39 
14 39 199 123 117 36 
18 30 194 127 111 37 
Mittel: 197 126 106 35 
10 60 214 117 101 30 
11 60 268 119 152 37 
13 60 207 128 (68) 33 
16 60 288 96 97 29 
Mittel: 244 115 117 32 


Die eingeklammerten Zahlen wurden von Lungen gewonnen, bei 
denen eine Blutung stattgefunden hatte: sie liegen deutlich tiefer als 
die anderen Werte derselben Serie und sind bei der Berechnung der 
Mittelwerte nicht beriicksichtigt. Es sei an die eingangs zitierte Mit- 
teilung von Deschwanden erinnert, nach der das Glutathion des Blutes 
nach Bestrahlung sinkt. 

Bei den Rattenversuchen liegen sei es, weil einheitlicheres 
Material verarbeitet wurde, sei es, daf die Ernahrung eine gleich- 
miabigere war die Verhaltnisse viel klarer. Bei den Leberversuchen 


Biochemische Zeitschrift Band 239. 91 
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ist sehr deutlich eine Zunahme des Glutathiongehalts nach Bestrahlung 
zu erkennen: eine Uberschneidung der Werte, wie bei den Meer- 
schweinchen, scheidet fast vollstandig aus. Ob der Wert nach 
30 Minuten — immerhin noch eine deutliche Erhéhung gegeniiber den 
unbestrahlten Kontrollen — auf einen Zufall oder eine GesetzmaBigkeit 
zuruckzufiihren ist, mége dahingestellt bleiben: sicher findet sich nach 
15 und 60 Minuten langer Bestrahlung eine zunehmende Vermehrung, 
also eine Erhéhung mit der Dauer der Bestrahlung. Ganz ahnlich 
verlaufen die Mittelwerte fiir die Lunge, jedoch ist der héchste Wert 
bereits nach einer Bestrahlung von 15 Minuten erreicht: der kleine 
Abfall nach halbstiindiger Bestrahlung findet sich auch hier. Die 
Muskelwerte bleiben so gut wie konstant und liegen auch in sich dicht 
beieinander. Bei der Milz endlich ist eine mit der Dauer der Bestrahlung 
steigende Verringerung festzustellen, die man auch vielleicht auf das 
Konto des Blutgehalts schreiben kann. 

Wenn man die Resultate an beiden Tierarten tiberblickt, so scheint 
es als sicher, daB der Glutathiongehalt der Leber durch die Bestrahlung 
zunimmt, ebenso wie der der Lunge. Bei der Milz ist die Tendenz, 
abgesehen vom letzten Wert beim Meerschweinchen, eine abnehmende ; 
beim Muskel bestehen gewisse Unterschiede, indem bei der Ratte die 
Bestrahlung augenscheinlich ohne EinfluB ist, waihrend beim Meer- 
schweinchen eine leichte Erhéhung stattzufinden scheint. 


Eine Deutung dieser Befunde ist nicht ganz einfach. Es dirften 
doch Bedenken bestehen, sich den Anschauungen von Handovsky an- 
zuschlieBen, nach denen eine Erhéhung des Glutathiongehalts lediglich 
aus einer Zunahme der Oxydationsvorginge zu erkliren ist. Es handelt 
sich ja beim Glutathion um ein durchaus reversibles Redoxsystem, das 
sowohl Oxydationsvorgange wie Reduktionsvorginge zu beférdern ver- 
mag, indem es seinerseits Sauerstoff, andererseits Wasserstoff tiber- 
tragen kann. Man wird also besser davon sprechen, daB der erhdhte 
Gehalt an reaktiven Schwefelgruppen grundsatzlich die Stoffwechsel- 
vorginge im allgemeinen beférdert. Eine Verbindung des Gehalts an 
Glutathion mit der Menge der Katalase wire eventuell diskutabel. In 
Versuchen, welche unter gleichen Bedingungen an Ratten ausgefihrt 
worden sind, hat Tanino! im hiesigen Institut kiirzlich festgestellt, daB 
unter Bestrahlung der Katalasegehalt der Leber abnimmt, wahrend der 
der Milz zuniachst ein wenig zunimmt. Der Gang ist also dem des 
Glutathions entgegengesetzt. Fs wurde in dieser Arbeit die Méglichkeit 
diskutiert, daB eine Verminderung der Katalase auf einen gréBeren 
Verbrauch von H,O, schlieBen lasse, daB also weniger H,O, zu zer- 


1 F. Tanino, diese Zeitschr. 234, 478, 1931. 
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stéren und dazu also weniger Katalase nétig sein wiirde. Es ist nicht 
zu leugnen, daB diese Méglichkeit hier gegeben ist. 

Trotzdem kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, daB die Ver- 
mehrung des Glutathions auf reine Oxydationssteigerung gegriindet 
ist, wenn auch manches in diesem Sinne spricht. Sicher aber wird man 
in den gefundenen Veranderungen einen neuen Beweis fiir die allgemeine 
stoffwechselsteigernde Wirkung der Strahlung sehen; zugleich ergibt 
sich auch hier wieder ein deutlicher EinfluB der verschiedenen Dosierung : 
bei der Rattenleber beispielsweise bewirkt die steigende, zugefiihrte 
Strahlungsenergie zunehmend gréBere Verinderungen, wahrend bei der 
Rattenlunge der gré6Bte Effekt schon nach einer ganz kurzen Bestrahlung 
erreicht ist und bei der Meerschweinchenlunge wieder andere Beziehungen 


obwalten. 











Zur Normierung 
der Triibungswerte bei nephelometrischen Bestimmungen. 


Il. Mitteilung. 
Vereinfachte Eichung eines Triibungsstandards. 


Von 
J. Avellar de Loureiro. 
(Aus dem portugiesischen Institut fiir Krebsforschung in Lissabon. ) 
(Eingegangen am 20, Juni 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Mitteilung haben wir auf die Moglichkeit einer 
absoluten Definierung der Triibungswerte bei nephelometrischen Be- 
stimmungen kurz hingewiesen. Hierfiir wurde die Bezugnahme aller 
Triibungen auf einen geeichten Kleinmannschen Triibungsstandard 
empfohlen. Der Nachteil dieser sonst praktisch und theoretisch recht 
vorteilhaften Methode war die umstandliche Eichung des Standards. 
Der Triibungsbereich desselben war fernerim dunkleren Gebiet manchmal 
unzylanglich. 

Weitere Beschaftigung mit dem Problem fiihrte zur Beseitigung 
jener Nachteile, indem es méglich wurde, mit relativer Leichtigkeit 
einen fiir alle Triibungsbereiche giiltigen Triibungsstandard zu schaffen. 

Um das Anwendungsgebiet des Kleinmannschen Triibungsstandards 
zu erweitern, wurde derselbe mit einem beweglichen, senkrechten Spalt 
versehen, welcher den belichteten Sektor des mattierten Réhrchens in 
symmetrischer Weise begrenzen kann. Die Graduierung dieses Spaltes 
wurde im Bogenmafs vorgenommen. 

Die Untersuchung der in voriger Mitteilung angegebenen Eich- 
kurven des Standards ergab in gewissem Bereich das Vorliegen zweier 
vollkommen regelmaBigen Exponentialfunktionen. Fiir die MaBe des 
verwendeten Standards verlief seine Helligkeit von ungefihr 15 bis 
30 mm nach einer Funktion, von 30 bis etwa 40 mm nach einer zweiten 
Funktion. Diese Verhiiltnisse lassen sich durch Aufzeichnen der Kurven 
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auf Exponentialpapier sehr leicht verfolgen (Abb. 1). Das Steigungs- 
maB dieser Kurven wird allein von den MaBen des Standards sowie von 
dem Abstand und der Helligkeit des Bodenkérpers bestimmt. Die 
Dichte der Mattierung und der Umfang des belichteten Sektors beein- 
flussen nur die multiplikativen Konstanten der Exponentialfunktionen. 


1 
60 - — 


ED 





< 


a 


. * 
» 


» 


> Vergleichstrutung, tensteroffiung 














2s 30 IS min V0 


$ 10 1§ 20 “ Jt 
1——> Tribungsstaraara, te nsterotnung 


S 


Abb. 1. 


Der EinfluB der begrenzenden Spalte driickt sich sogar als genaue Pro- 
portionalitat zwischen Helligkeit und Sinus des Winkels der Spalten- 
Offnung aus. Der allgemeine Ausdruck der Kurven ist also: 


y - a. b* . sin vi 


wo y die Fensteréffnung der Vergleichstribung in mm, 2 die Fenster- 
offnung des Standards in mm, » den Spaltenwinkel, a und 6 Konstanten 
bedeuten. Diese Konstanten sind fiir beide regelmaBigen Abschnitte 
der Kurve erwartungsgema} verschieden. 

Die Verwendung des Exponentialpapiers erleichtert wesentlich die 
Eichung des Standards. Es wird zuerst irgendeine haltbare Triibung 
zubereitet [z. B. unsere Serumtriibung in Gelatine (2)] und durch Ver- 
gleich mit einer einzigen Probe derselben die verschiedenen Punkte der 
Helligkeitskurve mm fiir mm, von 15mm an, auf Exponentialpapier 
gezeichnet. Es entstehen hierbei immer zwei stumpfwinklig zueinander 
liegende Geraden. Diese Kurven zeigen den relativen Verlauf der 
Helligkeit des Triibungsstandards beim Verschieben des Nephelometer- 
fensters. 

Dann wird mit Hilfe mehrerer Proben einer zuverlassigen Standard- 
triibung ein einziger Punkt absolut bekannter Triibungsintensitaét auf 
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das Papier genau markiert. Durch die Hohe dieses Punktes gezogene 
Parallelen zur relativen Helligkeitskurve ergeben nun die absolute 
Helligkeitskurve fiir eine bestimmte Offnung der Spalte. Da aber die 
Helligkeiten bei verschiedenen Offnungen des Spaltes proportional den 
Sinus ihrer Winkel sind, ist es leicht, vier Spalte zu wahlen, bei welchen 
die Helligkeiten sich wie genaue Vielfache verhalten. Wenn der 
Zeiger der Spalte in Bogenma® graduiert ist, so sind z. B. folgende 
Winkel brauchbar: 

0,93 0,41 0,2 0,1, 
welche den Sinus: 

0,8 0,4 0,2 0,1 
entsprechen. 

Es genugt dann, zu wissen, bei welchem dieser Spalte die Eich- 

kurve der gewaihlten Standardtriibung entspricht, um die betreffenden 
Werte bei den anderen Spalten sofort zu kennen. 


Als Standardtriibung haben wir zuerst die Kleinmannsche Phosphat- 
triibung empfohlen. Sie ist fiir dieselben Stammldésungen recht gut re- 
produzierbar; aber bei Verwendung verschiedener Stammldésungen treten 
bei ihrer komplizierten Zusammensetzung unvermeidliche Abweichungen 
auf. Diese Abweichungen sind mit der neueren Methode Kleinmanns (3) 
nicht sehr groB (bis + 4,5%), doch etwas gréBer als die Abweichungen 
der einzelnen Triibungsherstellungen (bis + 2). Sie kénnten also nur 
durch Verwendung mehrerer Stamn'lésungen ausgeglichen werden. Dieses 
wire aber nicht sehr praktisch. Es ist besser, die von Bechold und 
Hebler (4) empfohlene Krausssche Standardtriibung zu benutzen, bei 
welcher gerade umgekehrte Verhaéltnisse herrschen. Hier sind die sehr 
einfachen Stammldésungen genau reproduzierbar, die Ausschlige jeder 
Triibungsherstellung jedoch bedeutend gréBer als bei der KAleinmann- 
schen Triibung (bis + 6°). Diese Ausschlige kénnen indessen bequemer 
durch Anstellen einer Reihe Triibungen mit Ausgang von denselben Stamm- 
lésungen ausgeglichen werden, als wie oben durch Anstellen weniger 
Triibungen aus verschiedenen Stammldésungen. 


Die Krausssche Standardtriibung ist ein millimolares Barium- 
sulfat-sol in Glycerin, erzeugt durch Zusammenwirken gleicher Volumina 
von m/500 Bariumchlorid- und m/500 Hydroxylaminsulfatlésungen in 
Glycerin. Unserer Erfahrung nach geniigt es, zehn verschiedene 
Tribungen herzustellen, um einen Mittelwert zu bekommen, dessen 
wahrscheinlicher Fehler schon kleiner als +- 1% ist. 


Die Helligkeit des Standards bei den verschiedenen Fenster- 
6ffnungen des Nephelometers wird also definiert durch eine bestimmte 
Anzahl von mm Fensterhéhe der Standardtriibung (S. T.) bzw. ihre 
Vielfache oder Bruchteile. Eine doppelt so starke Triibung wird als 
2.8.T., eine halb so schwache als 1/,.8.T. bezeichnet. Um alle 


— 


méglichen Triibungen absolut darstellen zu kénnen, muB des weiteren 
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eine ideale, umgekehrte Proportionalitat zwischen den Ablesungen und 
der Tribungsintensitaét vorausgesetzt werden. So z. B. 20mm 8. T. 
= 10mm 2.8.T. = 40mm !/,.8.T. usw. In dieser Weise ist es 
leicht, die bei einer Spalt6éffnung erzeugten Werte 
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Zusammenfassung. . 16 5 
Es wird gezeigt, daB die Helligkeitsverhaltnisse Abb. 2. 


im Kleinmannschen Triibungsstandard Exponential- 

funktionen folgen und daB bei einem Standard, welcher mit einem 
senkrechten, beweglichen Spalt versehen ist, die Helligkeit proportional 
dem Sinus der Spaltéffnung ist. Demzufolge wird die Konstruktion 
der Eichkurven auf Exponentialpapier empfohlen, was die Aufgabe 
wesentlich erleichtert. 


Literatur. 
1) J. A. de Loureiro, diese Zeitschr. 224, 337, 1930. 2) Derselbe, 
C. R. Soc. Biol. 104, 921, 1930. — 3) H. Kleinmann, diese Zeitschr. 187, 


144, 1925. — 4) P. Bechold u. R. Hebler, Kolloid-Zeitschr. 31, 132, 1923. 








Insulin und Phosphorylierung. 


Von 


J. Bodnar und Béla Tanké. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Debrecen.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1931.) 


In jenen Versuchen, in welchen wir gegeniiber den Feststellungen 
von Brugsch und Horsters (1) nachwiesen (2), daB das Insulin nicht 
als spezifischer Aktivator (Co-Phosphatese) der Muskelphosphatese 
betrachtet werden kann, studierten wir die Wirkung des Insulins auf 
die Phosphorylierung von frischem Muskelbrei, .Muskelpulver und 
gewaschenem (cozymasearmen) Nuskelpulver von Tauben bei An- 
wendung von Natriumfluorid. Das Natriumfluorid wirkt derart, daB 
es den Zerfall des gebildeten Esters stark hemmt (die Phosphatase 
vergiftet), und damit indirekt die Méglichkeit zur Beobachtung der 
Phosphorylierung (der Abnahme des anorganischen Phosphats) fordert. 
Laut den Untersuchungen von Lohmann (3) auBert sich die Wirkung 
des Natriumfluorids auch darin, daB bei Anwesenheit von Natrium- 
fluorid ein solcher — schwer hydrolysierbarer — Phosphorsadureester 
entsteht, welcher bei dem Kohlenhydratabbau der Muskulatur gegen- 
iiber anderen Estern (Lactazidogen, Embdenscher Monophosphorsaure- 
ester, Hexosediphosphorsiureester) noch weniger als Intermediar- 
produkt in Betracht kommt. Deshalb erwies es sich als notwendig, 
die Wirkung des Insulins auf die Muskelphosphorylierung auch ohne 
Natriumfluorid zu priifen. Es gibt einen zwischen unseren alteren 
Versuchen (4), wo die Wirkung des Insulins auf die Phosphorylierung 
normalen Muskelpulvers ohne Natriumfluorid untersucht wurde, aber 
ebenfalls mit negativem Ergebnis; es ist fraglich, ob Insulin auch beim 
gewaschenen (cozymasearmen) Muskelpulver ahnlichen EinfluB hat. 
Laut den Versuchsergebnissen der Tabelle I aktiviert Insulin die 
Phosphorylierung des gewaschenen Muskelpulvers ohne Natriumfluorid 
ebenfalls nicht, auf Wirkung von Muskelkochsaft tritt dagegen er- 
hebliche (80,2°,) Aktivierung ein. 
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Man konnte daran denken, daB das Insulin, wenn auch nicht 
quantitativ (esterifiziertes P,O;), so doch vielleicht qualitativ die 
Phosphorylierung beeinflussen dirfte, indem auf Wirkung des Insulins 
Phosphorsdureester anderer Natur entstehen; als Beweis beziiglich der 
Identitat der mit und ohne Insulin gebildeten Phosphorsiureester 
teilen wir in der Tabelle Il unsere Hydrolyseversuche (5) mit, woraus 
hervorgeht, daB zwischen den beiden Estern kein Unterschied besteht. 


Bisher haben wir die Versuche mit hoher Phosphatkonzentration 
durchgefiihrt, da Erhéhung der Phosphatkonzentration stark die 
Phosphorylierung steigert. Es ist fraglich, was fiir einen EinfluB das 
Insulin unter mehr physiologischen Umstanden ausiibt, d.h. bei ur- 
springlichem Phosphat- und Glykogengehalt der Muskulatur, wenn die 
beobachtbare Phosphorylierung gering und beim frischen Brei nur im 
Falle kiirzerer Versuchszeiten zu beobachten ist. Die in der Tabelle II] 
mitgeteilten Versuche beweisen, daBs Insulin auch unter solchen Be- 
dingungen weder im frischen Brei, noch im Muskelpulver die Phosphory- 
lierung beeinfluBt. Ebensowenig wird durch Insulin auch die Phosphory- 
lierung des gewaschenen Muskelpulvers unter ahnlichen Umstainden 
(kleine Phosphatkonzentration, kein Glykogenzusatz, kurze Versuchszeit ) 
aktiviert. 

Wir haben auch Versu¢he durchgefiihrt mit der Schenkel- 
muskulatur eines Hundes, dessen Pankreas (6 Tage vorher) exstirpiert 
war. Spielt Insulin bei der Phosphorylierung eine Rolle, so phosphory- 
liert eine derartige Schenkelmuskulatur tiberhaupt ni¢ht, oder nur in 
geringem Mae. Nach unseren Versuchen phosphoryliert die Schenkel- 
muskulatur des pankreaslocen Hundes stark (810 mg-°,, P,Q; in 
3 Stunden, bei einer Anfangskonzentration von 20mg P,O; pro Ig 
Muskelbrei) und bildet dabei auch betrachtliche Milchsiuremengen 


Tabelle I. 


EinfluB des Insulins auf die Phosphorylierung des gewaschenen (bei 0° C) 





Muskelpulvers. 
P In Nach Esterifi- 
Zusammensetzung 0 Std. 8 Std. ziertes 
Py Os PLO; POs 
Nr. 2/9 ige mg mg mg 
Nay H PO,- H,0O 25mg Glykogen 
Losung 0,5 g¢ Muskelpulver berechnet auf 0,25 g Muskel 
ecm eem pulver (= 1g frischer Muskel) 
1 4 5 10 Einh. Insulin Chinoin 19,10 15,84 3,26 
2 4 5 + 2 “ . e 19,10 15,80 3.30 
3 + 5 1 0,2 » " * 19,10 15.85 3,25 
4 4 5 + 0,92 , ‘ ‘ 1910 1586 3,24 
5 3,4 16 + 4cem Muskelkochsaft 19,39 13,40 5) 
6 4 5 Kontrolle 19.04 15,89 3,24 
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Tabelle 


Hydrolysierbarkeit der mit und ohne Insulin gebildeten Phosphorséureester. 


B. Tanks: 


u. 


Il. 





1 
2 
3 


P, O,-Bestimmungen 


Anorganisches —- organisches P.O, 
Anorganisches P.O; 
Anorganisches P,O,; (180' lang 
hydrolysiert in n HCl-Lésung) 


Organisches P, O;, mg 
(Differenz 1 — 2) 
Abgespaltetes P.O; mg 
(Differenz é 2) 
Hydrolysierbarkeit der Phosphor- 
saureester °% 


Zusammensetzung 


25mg Glykogen + 8cem 1° ,ige Nag HP O,- 
Lisung + leem H, 0 + 2g frischer Muskelbrei 


+42 Einheiten 
Insulin Chinoin 


+ 2 Einheiten 


Insulin Leo Kortrolle 


Nach 1 Std. P20, mg berechnet auf 1 g Bre 


24,80 24,80 24,80 
18,61 18,70 18,58 
20,69 20,75 20,62 
6,19 6,10 6,22 
2,08 2,05 2,92 
33,6 33,6 32,4 


Tabelle III. 


Muskelbrei ur 


EinfluB des Insulins auf die Phosphorylierung von nativem frischem 


1d Muskelpulver. 





2 


= 


« 


oo 





(660 mg-°,,) aus 


Esterifiziertes 





Nach Nach 
In OStd.| 5 Min. 20 Min. P2053 mg 
»O- > , —_ = 
Zusammensetzung P25 P205 P2 05 uaa nach 
5eem H,O + 4g Muskelbrei mg mg mg 5 Min. 20 Min 
berechnet auf 1g Muskelbrei 
1 Einheit Insulin Chinoin 2,54 2,19 2,57 0,35 0 
+01 , ” ” 2,54 2,23 0,31 -- 
Kontrolle 2,54 2,30 2,43 0,24 0,11 
8ceem H,0 + 1g Muskelpulver berechnet auf 0,25 g (= 1g Muskelbrei) 
i Muskelpulver 
+1 KEinheit Insulin Chinoin 1,45 1,05 0,88 0,40 0,57 
+ 0,1 » * 1,45 1,00 0,97 0,45 0,48 
Kontrolle 1,45 0,96 0,88 0,49 0,57 


xlykogen. 


Dieser Versuch spricht auch dafiir, dab 
Insulin weder bei der Phosphorylierung, noch bei irgendeiner anderen 
Phase der Glykogenolyse eine Rolle spielt. 


Experimenteller Teil. 


Beziiglich der Ausfiihrung der 


Versuche und ‘der Bestimmungen ver- 


weisen wir auf unsere friiheren Mitteilungen (6). 


Zusammenfassung. 


Auch unsere neueren, unter 


mehr physiologischen Bedingungen 


(kein Zusatz von NaF und Glykogen, kleine Phosphatkonzentration, 
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kurze Versuchszeit) durchgefiihrten Versuche mit frischem Muskelbrei, 
Muskelpulver, cozymasearmem Muskelpulver von Tauben, sowie die 
starke Phosphorylierungsfihigkeit der Muskulatur eines vom Pankreas 
befreiten Hundes (dieser Muskel zeigte auch eine bedeutende Milchsaure- 
produktion) beweisen endgiiltig, daB Insulin nicht als spezifischer 
Aktivator (Co-Phosphatese) der Muskelphosphatese angesehen werden 
kann. 
Literatur. 


1) J. Bodnar u. B. Tanké, diese Zeitschr. 210, 143, 1929. 2) Die- 
selben, ebendaselbst 210, 143, 1929. 3) K. Lohmann, ebendaselbst 222, 
324, 1930. — 4) J. Bodnaru. B. Tanké, |. ec. 5) K. Lohmann, diese Zeitschr. 
194. 306, 1928. 6) J. Bodnar-u. B. Tanké, |. c.; diese Zeitschr. 230, 
228, 1931. 











Phosphorylierung und Milchsiurebildung in einigen 
Muskulaturen und Organen. 


Von 
Béla Tanké. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitét in Debrecen.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1931.) 


Man kann es als eine endgiiltig bewiesene Tatsache betrachten, 
daB die Glykogenolyse (Milchséurebildung aus Glykogen) in der quer- 
gestreiften Muskulatur tiber Phosphorsdureester verliuft, d.h. dab 
der aus dem Glykogen entstandene Zucker — bevor er sich in Milchsaéure 
umwandelt — mit Phosphorsaure esterifiziert (phosphoryliert) wird. 
Die Phosphorylierung kann am einfachsten bewiesen werden, indem 
es gelingt, die Abnahme des anorganischen Phosphatgehalts des Versuchs- 
objekts nachzuweisen. Dazu ist es notwendig, dai die Esterifizierung 
der Phosphorsaure intensiver verliuft als die Spaltung des Phosphor- 
sdureesters. Nach dem Versuch von Meyerhof (1) ist die Phosphat- 
abnahme in dem Glykogen und Phosphat enthaltenden Muskelextrakt 
gut bemerkbar. Im Muskelbrei wird die Phosphorylierung durch 
Zusatz von NaF (2), ferner durch Steigerung der Phosphatkonzentra- 
tion (3) beférdert 2. Laut unseren Versuchen (4) erwies sich zum Studium 
der Phosphorylierung das aus dem Muskelbrei mit Alkohol-Ather 
gewonnene Muskelpulver als besonders geeignet. 

Auf Grund unserer Phosphorylierungsversuche mit Taubenbrust- 
muskulatur (5) schien es interessant, sich dariiber zu orientieren, in 
welchem Mae z. B. die Schenkelmuskulatur von anderen Tieren und 
vom Mensch — im Verhaltnis zur Taubenbrust muskulatur — phosphory- 
liert. Nach den in der Tabelle mitgeteilten Versuchsdaten (Nr. 1) 
phosphoryliert die Taubenbrustmuskulatur am starksten (1008 mg-°, 


' Das NaF verhindert einerseits den Zerfall des Phosphorsaéureesters, 
andererseits entsteht unter Wirkung von NaF ein schwer hydrolysierbarer 
(unphysiologischer) Phosphorséureester (K. Lohmann, diese Zeitschr. 222, 
324, 1930); dieser letzte Umstand hat keine besondere Bedeutung, wenn es 
sich einfach nur um den Nachweis der Phosphorylierung handelt. 
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P,O;), dann folgt (Nr. 2) die Muskulatur des Schweines (903 mg-°, POs), 
der Ratte und des Meerschweinchens (Nr. 3, 4), sie phosphorylieren in 
gleichem MaBe (684 und 683 mg-°,, P,O;), etwas schwacher (550 mg-°, 
P,O;) phosphoryliert die Menschenmuskulatur (Nr. 5). Aus der Tabelle 
ist ersichtlich, daB diese stark phosphorylierenden Muskulaturen die 
Fahigkeit haben, auch bedeutende Milchséiuremengen zu bilden. In 
Verkniipfung mit diesen Daten méchte ich aber betonen, dab 
die Phosphorylierungsfahigkeit der Muskulatur wie unsere Er- 
fahrungen mit Tauben zeigen — von Alter (6), Nahrung, Jahres- 
zeiten abhingig ist, sowie auch davon, ob im Kaéafig oder im Freien 
gehaltene Tauben das Untersuchungsobjekt bilden!. Es ist bekannt, 
daB die Aktivitat der Phosphatese mit der Zeit rasch abnimmt, deshalb 
wurde die Einstellung der Versuche méglichst mit derselben Ge- 
schwindigkeit (beim Sezieren, Zerkleinern usw.) durchgefiihrt, mit 
Ausnahme der Menschenmuskulatur, wobei das Material erst 1 Stunde 
nach der Operation (Amputation) aufgearbeitet wurde. Diese Ab- 
nahme der Phosphorylierungsfahigkeit waihrend der Aufbewahrung 
der Muskulatur darf teilweise auf die Zersetzung der fiir die Phosphory- 
lierung notwendigen Cozymase zuriickgefiihrt werden. Schén geht das 
aus den Versuchen 6 und 7 hervor, wo eine aus einer Leiche ge- 
wonnene Hiiftmuskulaturqnur sehr schwach -hosphorylierte (44 mg-°, 
P,O;), aber nach Zugabe von cozymasehaltigem Muskelkochsaft (aus 
Taubenmuskelpulver) die Phosphorylierung bedeutend gesteigert wurde 
(326 mg-°,, P,O;) und sogar auch Milchséurebildung (105 mg-°,) 
nachgewiesen werden konnte. 

Zur Kenntnis des Kohlenhydratstoffwechsels des gesamten Orga- 
nismus ist es auBerst wichtig, naher zu wissen, ob in den _ ver- 
schiedenen Organen und Geweben der Kohlenhydratabbau ahnlich 
wie in der Muskulatur — also tiber Phosphorsiureester verlauft. 

Meyerhof (7) wies nach, daB der Muskelextrakt Glucose nur_ bei 
der Anwesenheit eines aus der Hefe gewinnbaren Aktivators (Hexokinase) 
spaltet, wobei aus der Glucose gleichfalls iiber Phosphorséureester Milch- 
saure gebildet wird. 

Oppenheimer (8) auBert sich auf Grund der bis 1926 in dieser Richtung 
durchgefiihrten Untersuchungen (Rona und Arnheim, Embden, Schmitz 
und Chrometzka) dahin, ,,. . . daB wahrscheinlich nur fiir den quergestreiften 
Muskel, die Leber und die roten Blutkérperchen?® die Phosphatbindung 
essentiell ist ..., bei der Leber ist die Frage im iibrigen noch nicht exakt 
geklart.*‘ Jiingst sagt Meyerhof (9) folgendes: ,....Man kann vielleicht 
das abweichende Verhalten der iibrigen Gewebe darauf beziehen, da bei 


' Nach meinen noch nicht publizierten Untersuchungen zeigt die 
Brustmuskulatur der im freien lebenden Tauben eine staérkere Phosphatase 
wirkung, gr6Bere Milchséureproduktion und anscheinend  schwachere 
Phosphorylierungsféihigkeit als die der im Kéfig gehaltenen Tauben. 

2 H. K. Barrenscheen u. K. Braun, diese Zeitschr. 231, 144, 1931. 
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der Zuckerspaltung hier intermediér keine Phosphorséureester gebildet 
werden. Eine sichere Entscheidung beziiglich des Glykolysemechanismus 
der anderen Gewebe ist jedoch bisher nicht méglich...‘* In letzter Zeit 
studierten Bumm und Fehrenbach (10) den Mechanismus des Kohlen- 
hydratabbaus verschiedener Organe und gelangten zu héchst interessanten 
Ergebnissen, worauf ich spéter noch zuriickkomme. 

Aus den Untersuchungen von Warburg (11) folgt, daB die Tumor- 
zellen die das Glykogen tiberhaupt nicht, oder kaum spalten aus 
Glucose ohne Mitwirkung von Phosphat reichlich Milchséure bilden. Nach 
den Untersuchungen von Kraut und Bumm (12) (sowie Bumm und Fehren- 
bach, |. ce.) spielt bei der Tumorglykolyse ein von der Cozymase verschiedenes 
Coenzym (Coferment 7’) eine Rolle. 

Embden, sowie Schmitz und Chrometzka (14) konnten die Lactacidogen- 
bildung bei der glatten Muskulatur nicht nachweisen. Pohle (15) isolierte 
aus Ochsenherzen ein Hexosemonophosphat, das sich aber nicht identisch 
mit dem aus der Muskulatur gewonnenen Ester erwies. 

Es schien interessant, zu untersuchen, ob die Phosphorylierung bei 
der aus verzweigten glatten Muskelzellen bestehenden und grobe 
Arbeit leistenden Herzmuskulatur nachweisbar ist. Ahnliche Unter- 
suchungen habe ich auch mit Magenmuskulatur durchgefiihrt. Nach 
Versuch 8 phosphoryliert die Herzmuskulatur des Schweines stark 
(841 mg-°,, P,O;) und steht nahe zu der bei der Schenkelmuskulatur 
desselben Tieres (Nr. 9) beobachteten Phosphorylierung (1121 mg-°, 
P,O;). Das aus dieser Herz- bzw. Schenkelmuskulatur gewonnene 
Pulver (Nr. 10, 11) phosphoryliert ebenfalls stark (711 bzw. 970 mg-°, 
P,O;).. Bei der Herzmuskulatur eines anderen Schweines (Nr. 12) 
war die Phosphorylierung im Vergleich zum vorigen geringer (246 mg-° , 
P,O;), dasselbe war auch bei der Schenkelmuskulatur (Nr. 13) zu 
beobachten (903 mg-°;, P,O;). Diese Herz- und Schenkelmuskulaturen 
wurden nach dem Sezieren und nach der Zerkleinerung nicht sofort 
bearbeitet (wie Nr. 8, 9), sondern erst nach 1% Stunde langer Auf- 
bewahrung im Eisschrank. Die Herzmuskulatur eines Hundes (Nr. 14) 
zeigte auch eine bedeutende Phosphorylierungsfihigkeit (305 mg-°, 
P,O;); die phosphorylierenden Herzmuskulaturen (Nr. 12, 14) bildeten 
aus Glykogen betrichtliche Milchsiuremengen (121, 200 mg-°%,). 

Zu interessanten Ergebnissen fiihrte der Versuch mit der Magen- 
muskulatur des Schweines (Nr. 15 und 16); hier wurde keine Phosphory- 
lierung nachgewiesen, nach Zugabe von Muskelkochsaft phosphorylierte 
aber auch die Magenmuskulatur (106 mg-°, P,O;). Die nicht phosphory- 
lierende Magenmuskulatur bildete aus Glykogen keine Milchsaure, 
aber nach Zusatz von Muskelkochsaft — also neben gleichzeitiger 
Phosphorylierung — wurde Milchsaure gebildet (94 mg-°,). 

Nach Rona, Mislowitzer und Seidenberg (16) entsteht bei der Glyko- 
genolyse der Leber kein Hexosephosphorséureester. Nach Riesser (17) 
wird durch NaF die Phosphatabspaltung bei der Autolyse von frischem 
Leberbrei (Frosch, Meerschweinchen) gehemmt, und in einzelnen Fallen 
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konnte auch Phosphatabnahme beobachtet werden. Richtig wird aber 
von Krause (18) bemerkt, daB bei den Versuchen von Riesser die aut NaF - 
Wirkung beobachtete Phosphatabnahme an den Fehlergrenzen liegt; 
sie kann also nicht als Beweis betrachtet werden. Jiingst untersuchten 
Barrenscheen, Pany und Berger (19) die Rolle des Phosphats bei der Leber- 
glykogenolyse und fanden, daB die Kurven der Glykogenolyse und der 
Phosphatabspaltung parallel verlaufen, was auf die Verkniipfung beider 
Prozesse hindeutet. Sie wiesen ferner nach, daB bei der Leberglykogenolyse 
ein Hexosemonophosphat entsteht, das aber mit keinem der bisher be- 
kannten Monoester identisch ist. Bodnar und Karell (20) fanden, daB der 
Phosphatgehalt in der Taubenleber (bei Anwesenheit von NaF) eine be- 
stimmte Abnahme zeigt. 


Nach den Versuchen 17, 18, 19 phosphoryliert auch die Schweine- 
leber sowie das Leberpulver (96, 111, 57mg-°,, P,O;) und bildet dabei 
auch Milchséure (68, 40 mg-°,). Auf Wirkung von Muskelkochsaft 
wird die Phosphorylierung der Leber (Nr. 20) gesteigert (160 mg-°,). 


Von Bumm und Fehrenbach wird in ihren vorerwahnten Untersuchungen 
gezeigt, daB bei der Glucosespaltung der die Glucose leicht (das Glykogen 
schwach oder tiberhaupt nicht) spaltenden Gewebe {|Tumor, graue Hirn- 
substanz (21), Milz, Retina usw.] das Phosphat keine Rolle spielt (aus 
Hexosephosphorséureester entsteht keine Milchséure), der Zucker wird 
also nicht phosphoryliert und diese Zuckerzersetzung wird nicht durch 
die Cozymase, sondern durch das im Zusammenhang mit der Tumor- 
glykolyse schon erwahnte ,,Coferment 7° aktiviert. Demgegeniibey steht 
die quergestreifte rote Muskulatur, welche das Glykogen stark spaltet, 
bzw. auch die Glucose (bei Anwesenheit von Hexokinase), aber diese 
Glucosespaltung ist mit Phosphorylierung verkniipft; die weiBe Muskulatur 
spaltet neben Glykogen die Glucose auch ohne Phosphorylierung. Durch 
die Cozymase, sowie durch die Hexokinase wird also nur jene Kohlen- 
hydratspaltung aktiviert, welche iiber Phosphorsévreester fiihrt. der 
Aktivator des Zuckerabbaues ohne Phosphorylierung ist das Coferment 7’. 
Abweichend verhalt sich die Niere, wobei die Glucosespaltung neben dem 
Coferment 7’ auch durch die Cozymase gesteigert wird. 

Aus diesem Grunde schien es interessant, zu untersuchen, ob bei 
der Niere und z. B. bei dem Hirn Phosphorylierung und die damit 
verbundene Milchséiurebildung nachweisbar ist. Nach den Ver- 
suchen 21, 22 phosphoryliert die Schweineniere nicht und bildet aus 
Glykogen keine Milchséiure, bzw. ist eine Phosphorylierung (69 mg-°, 
P,O;) und Milchséurebildung (67 mg-°,) nur mit Muskelkochsaft 
beobachtbar. Dagegen phosphoryliert das Hirn nicht (Nr. 23) und 
bildet aus Glykogen keine Milchsiure selbst bei Gegenwart von 
Cozymase. 


Die Tatsache, daB gewisse Gewebe und Organe aus Glucose Milch- 
siure bilden, aber nicht aus Glykogen, laBt uns jedenfalls nachdenken, 
denn das glykogenspaltende Enzym, die Amylase, ,,ist wohl tatsachlich 
iiberall aufzufinden“ (22); aus dem Glykogen entsteht also auch in 
jenen Geweben Zucker und kénnte folglich auch Milchséure gebildet 
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werden, welche aus Glykogen iiberhaupt nicht oder nur schwach 
Milchsaure bilden. Jedenfalls ist es sonderbar und schwer verstandlich, 
daB es Cewebe gibt, welche die Glucose angreifen, aber den aus Glykogen 
entstandenen und viel mehr physiologischen Zucker nicht. 


Phosphorylierung und Milchséurebildung in Muskulaturen und Organen. 





Zusammensetzung 


8cem 2°’) ige Nag H PO,g- + 20 gige 








NaHCO;-Lisung + 2cem NaF- i 2 

Lisung (beim Milchsdureversuch _ L 

2cem H,0) + 8cem H,0* + 50mg ra ‘o 

Glykogen + 4g Muskel- bzw. tC = 

Organbrei, oder 1g (+ 3 cem H,0) s “a 

Nr. Versuchsmaterial Muskel- bzw. Organpulver a = 

. P, 05 mg ** Milchséure mg** 2 = 

= = 

in nach in nach - 

0 Std. 3 Std. 0 Std. 3 Std. 

” berechnet auf lg Muske l- bzw. mg- mg- 

Organbrei 9 %o 
1 || Brustmuskel, Taube. . . . . . | 23,388 13,80 5,25 21,10 1008 1585 
2 Schenkelmuskel, Schwein. . . . 22,01 12,98 253 10,06 903 733 
g ” Ratte. . .. . | 22,95) 16,11 3,36 12,20 684 8&4 
4 e Meerschweinch. | 20,05 13,22 142 13,10 683 1168 
5 e Mensch . . 19.65 13,15 2,51 4,82 | 550 231 
6 Hiiftenmuskel, Mensch (Leiche). 19,50 19.06 — - 44 Spur 


7 Dasselbe + Muskelkochsaft. . . 20,03 16,77 4,10 515 326 105 
* Herzniuskel, Schwein , .. . . 20,21 11,80 | Ist zugrunde’ 841 — 


9 Schenkelmuskel, Schwein. . . . 20,36 9,15 | gegangen 1121 — 
10 Herzpulver, Schwein . . . | 19,82 12,21 \ wurde nicht | 711) — 
11 Schenkel muskel pulver, Schwein . | 19,25 9,55 | bestimmt*** § 970 — 
12 Herzmuskel, Schwein... . . 21,07 18,61 2,65 3,86 246 121 
13 Schenkelmuskel, Schwein. . . . | 22,01 12,98 253 10,06 903; 733 
14 Herzmuskel, Hund. . . . . . . | 20,82 17,27. 2,00 4,00 | 305 200 
15 Magenmuskel, Schwein. . . . . 22,17 22,47. 2,44 2,31 0 0 


16  Dasselbe + Muskelkochsaft. . . 25,03 23,97 4,35 5,29 | 106 94 
17 || Leber, Schwein. ...... . || 19,81] 18,85) 3,70 4,38 96 68 
18 Leberpulver, Schwein . . . . . 19,31 18,20 wurde nicht lil — 


bestimmt*** 
19 Leber, Schwein . . . « ~ | 23,08) 22.51 | 3,19 3,60 57 41 
20 | Dasselbe + Muskelkoe hsaft . . « || 22,26) 19,06 — - 169| ~ 
21 | Niere, Schwein... . « | 21,92) 22,57 | 2.08 1,97 0 0 


22 | Dasselbe + Muskelkoc hsaft . . . | 24,78) 24,09 3,94 461 69 67 
23 Hirn, Schwein + Muskelkochsaft 21,11 | 21,00 1,37 | 1,44 0 0 


* Beim Versuch mit Muskelkochsaft wurden statt 8eem H,0 4ceem Muskelkochsaft 
+4ecm H,0O genommen. 

** Die Phosphatabnahme unter 0,3mg P.O; (= 30 mg-°/9) liegt bei der angewandten 
hohen Phosphatkonzentration innerhalb der Fehlergrenzen, kann also nicht als Beweis fiir 
die Phosphorylierung betrachtet werden; der entsprechende Wert liegt bei der Milchsiure 
um 0,2 mg. 

*** J. Bodnar und B. Tankd, diese Zeitschr. 230, 228, 1931. 


Experimenteller Teil. 


Die Versuche sowie die Bestimmung des Phosphats und der Milch- 
siure wurden in der in unseren vorigen Mitteilungen (23) geschilderten 
Weise durchgefiihrt. 
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Zusammenfassung. 


1. Von frischen, quergestreiften Muskulaturen (Taube, Schwein, 
Ratte, Meerschweinchen) phosphorylierte die Brustmuskulatur der 
Taube am starksten (1008 mg-°, P,O;) und bildete aus Glykogen die 
gréBte Milchsiuremenge (1585 mg-°,). 

2. Eine menschliche Schenkelmuskulatur untersucht 1 Stunde 
nach der Operation — phosphorylierte ziemlich stark (550 mg-°,, POs) 
und bildete aus Glykogen Milchsiure (231 mg-°,); eine aus einer Leiche 
entnommene Muskulatur zeigte auBerst schwache Phosphorylierung 
und Milchsaurebildung, durch cozymasehaltigen Muskelkochsaft wurden 
aber beide betrachtlich gesteigert. 

3. Die frische Herzmuskulatur des Hundes und besonders des 
Schweines phosphorylierte stark und zeigte bedeutende Milchséure- 
bildung. 

4. Die Leber (Schwein) phosphorylierte im Vergleich mit der 
Muskulatur und dem Herz schwacher und bildete weniger Milch- 
siure; nach Zusatz von Muskelkochsaft wurde die Phosphorylierung 
gesteigert (die Wirkung des Kochsaftes auf die Milchsaéurebildung 
wurde nicht untersucht). 

5. Magenmuskulatur, Niere und Hirn (Schwein) phosphorylierten 
nicht und bildeten aus Glykogen keine Milchsdéure; auf Wirkung von 
Muskelkochsaft phosphorylierten die Magenmuskulatur und die Niere 
und bildeten auch Milchsaure. 
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Untersuchungen iiber die Fliichtigkeit des Nicotins. 


Von 
Vitéz Ladislaus Nagy. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Debrecen.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1931.) 


In Verbindung mit der Nicotinbestimmung im Tabak haben 
mehrere Forscher untersucht, ob sich beim Verdampfen (Destillieren) 
von atherischen oder petrolitherischen Nicotinlésungen Nicotin mit 
dem verdampfenden Lésungsmittel verfliichtigt. 


Nach Laiblin (1) verfliichtigt sich mit den Atherdampfen auch Nicotin. 
Kissling (2) sowie friiher auch Schidsing fhnden, daB man aus einer atheri- 
schen Lésung den Ather abdestillieren kann, ohne da®B auch Nicotin iiber- 
geht. Vedrédi (3) fand in der auch Wasser enthaltenden atherischen Lésung 
nach dem Verdampfen des Athers weniger Nicotin, worauf Kissling (4) 
bemerkt, daB sich unter solchen Umstiénden (in Gegenwart von Wasser) 
mit dem Ather Nicotin verfliichtigen kann. Nach Bertrand und Javillier (5) 
ist das Verdampfen des Athers aus einer Lésung von 100 ccm mit einem 
Nicotinverlust von 1 bis 2mg — zuweilen noch mehr — verbunden. In 
demselben Sinne aéuBert sich auch Chapin (6); das Nicotin verfliichtigt 
sich besonders dann, wenn man die &atherische Lésung stark konzen- 
triert. Auf Grund von Hefelmanns (7) Versuchen rei®Bt der Ather kein 
Nicotin mit. Nach 7'éth (8) wird von der durch atherische oder petrol- 
atherische Nicotinlésung durchgesaugten Luft Nicotin mitgerissen; die 
Untersuchungen von Bodnar, Straub und Nagy (9) haben bewiesen, daB 
die Luftdurchstr6mung nicht mit einem Nicotinverlust verbunden ist. 
Rasmussen (10) fand, daB beim Abdestillieren des Athers aus dem nach 
Kissling bereiteten atherischen Tabakextrakt 1,2 bis 5,3 mg Nicotin verloren 
geht. Nach den Angaben von Mach (11) verfliichtigt sich aus der atherischen 
Lésung auch beim Verdampfen des Athers bei niedriger Temperatur eine 
bedeutende Nicotinmenge. Aus dem von Frank (12) mitgeteilten Nicotin- 
bestimmungsverfahren kann man die Folgerung ziehen, daB das Ab- 
destillieren der Ather-Petrolaither-Lésung nicht mit einem Nicotinverlust 
verbunden ist. 


Die angefiihrten literarischen Angaben sprechen dafiir, daB die 
Untersuchungen beziiglich der Fliichtigkeit des Nicotins abweichende 

















V. L. Nagy: Fliichtigkeit des Nicotins. 
Resultate ergaben. In Verbindung mit unseren Versuchen zur 
Vereinfachung unserer mikrotitrimetrischen Nicotinbestimmungs- 
methoden (13) erwies es sich als notwendig, zuverlissige Daten be- 
zuglich der Fliichtigkeit des Nicotins zu besitzen. Daher habe ich 
eingehend untersucht, wieviel Nicotin sich aus dem in verschiedenen 
Lésungsmitteln (Ather, Petrolather, Ather + Petrolather, Alkohol) 
gelésten reinen Nicotin beim Verdampfen (Abdestillieren) des Lésungs- 
mittels verfliichtigt. 

Zu meinen Untersuchungen gebrauchte ich das Nicotin Merck 
(Nicotinum puriss.), welches genau 100°, Nicotin enthielt. Die Unter- 
suchungen wurden auf folgende Weise durchgefihrt. 


Genau abgewogene Nicotinmengen wurden in bekanntem Volumen 


von wasserfreiem Ather, Petrolather, Ather + Petroliither und 96°, igem 
Alkohol gelést. Aus diesen Lésungen wurden Teile von 10 und 100 cem 
in Erlenmeyer-Kolben von 100 und 500ccm Inhalt eingemessen. Die 


Kolben wurden auf die entsprechend groBen Offnungen eines siedenden 
Wasserbades gestellt und so lange dort gelassen, bis | bis 1.5 bzw. 2 bis 3 cem 
braune, dicke Fliissigkeit zuriickblieb, worin das Nicotin maBanalytisch 
(mit Salzsiure titriert, Indikator Methylrot) oder gravimetrisch (mit 
Silicowolframsaéure) bestimmt wurde. Die gewonnenen Resultate sind in 
Tabelle I zusammengefaBt, mit der Angabe auch der zum Verdampfen 
der Lésungsmittel notwendigen Zeitdauer. 


Aus den Daten der Tabelle I labt sich folgendes herauslesen: 

1. Die sich aus Nicotinlésungen (Ather, Petrolather, Ather + Petrol- 
ather) von kleinerem Volumen (10 ccm) beim Verdampfen des Lésungs- 
mittels verfliichtigende Nicotinmenge ist so gering, daB sie praktisch 
vernachlassigt werden kann. 

2. Beim Verdampfen von gréBerer (100 ccm) Menge Lésungs- 
mittel reiBt der verdampfende Ather kein Nicotin mit, bei der Ather- 
Petrolather-Lésung ist der Nicotinverlust gering (0,53°,) (auf Tabak 
berechnet, bedeutet das nur einige hundertstel oder tausendstel 
Prozent Nicotin weniger), beim Verdampfen der Petrolither-Lésung ver- 
fliichtigt sich schon mehr (1,87°,) Nicotin, und sehr bedeutend ist der 
Nico‘inverlust (28,25°,) bei der alkoholischen Lésung. Wurden aus 
den petrolatherischen und alkoholischen Nicotinlésungen 50 ccm ver- 
dampft (Versuche 30 und 31), so war der Nicotinverlust kleiner (1,17 
und 7,95°,) als beim Verdampfen von 100 ccm. 

Bei meinen Versuchen verdampften die auf das Wasserbad ge- 
stellten Nicotinlésungen (Ather und Ather + Petrolither) siedend; 
wurden die petrolatherischen und alkoholischen Lésungen durch 
Erhitzen iiber freier Flamme (also beim Sieden) abdestilliert, er- 
hielt ich beziiglich der Nicotinfliichtigkeit ahnliche Ergebnisse wie 
die in Tabelle I mitgeteilten. Wichtig ist, darauf zu achten, dab 
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das Lésungsmittel nicht véllig verdampft bzw. abdestilliert wird, denn 
wurde die nach Verdampfen des gréBten Teiles des Athers, besonders 
aber des Ather + Petrolithers erhaltene Fliissigkeitsmenge von 1 bis 
3 ccm weiter auf dem Wasserbad gelassen, so entstand ein bedeutender 
Nicotinverlust. 

















Tabelle I. 
Jo e Nico F Nicotin- 
sated V - n sai. icotin _gurtick- me tod 
: #SUNES- -erds ie | ee . — vor Ver- ach Ver- SebHebenes = (Mittel- 
ie mittel Rae sae ow jauten y vol eal Nicotin mee 
lésung ecm mg mg 99 %J9 
1 23.49 23.40 99.61 
2 | 36,12 35,96 99,55 
3 ; 40.98 40,98 100,00 , 
on « 10 | 1 Min. 50.38 | 5005 99,34 § 921 
5 a 90,29 90,59 100,33 
6 = 134,96 134,34 99,54 
7 228,11 228,44 100,14 
8 kis | 76,14 76,14 100,00 | 
9 100 = «6 Min. | 15390 ~©—153.90 | 100.00 | 
10 “ | 43.98 44,04 100,13 
11 z= | | 53,94 53,62 99,40 
12 a 10 1 Min. 80,96 80,71 99.69 > 0,11 
iwi} 4 > 197,33 198,07 100,32 
14 5s | 239,79 239,54 99,90 
15 ga | ae 82.63 82.21 99,50 | = 
16 J <2 | 100 | 8Min 1) 34742 14661 | 9945 | 3 
17 | 23.00 23.00 100,00 
18 m 31,92 30,89 99.58 
19 2 : 43.99 43,57 99,04 : 
20 .} * 3 Mn. 54,81 55,00 100,34 om 
21 e | 121,83 121,11 99.41 
22 x 208,32 208,47 100,07 
23 | . {| 70,47 68,85 97,70 | " 
24 | 100 | 15Min. || 17010 | 167.70 | 9856 | 1° 
25 | Ps | 20,98 20,64 98.38 | 
26 S ‘ , 45,65 45,87 100,48 aa 
= : it ge ra 0,; 
27 3 10 | 38 Min. | 95:93 95,55 99,60 | 38 
28 | =| 146.84 14685 | 100,00 
29 100 41), Std. 90,31 64.80 71,75 28,25 
80 Petrolather 59 10 Min. 85.86 84,85 98,83 1,17 
31 Alkohol | 50 8 Std. 86,67 79,78 92.05 7,95 


Wurden die Nicotinlésungen (100 ccm) nicht aus Erlenmeyer-Kolben, 
sondern aus Becherglisern verdampft, so wurden die in Tabelle II 
mitgeteilten Endresultate erhalten, wobei der Vergleichung halber 
auch die Ergebnisse der in Erlenmeyer-Kolben durchgefiihrten ent- 
sprechenden Versuche aufgezeichnet sind. 


Aus den Daten der Tabelle IT geht hervor, daB sich beidem im Becher- 
glas vorgenommenen Verdampfen aus den Lésungen von Nicotin in 








Fliichtigkeit des Nicotins. 


Ather sowie Ather + Petrolither eine bedeutende Menge Nicotin ver- 
fliichtigt und der Nicotinverlust bei den petrolatherischen und alko- 
holischen Lésungen héher ist als beim Verdampfen der Lésung aus 
Erlenme yer-Kolben. 

Tabelle 11. 





Ather + Petrol- Petr ‘ 

‘ . etrolather Al 0 
Zum Verdampfen ather a “one 
gebrauchtes Gefif ; j 

Nicotinverlust in © 9 


Becherglas ...... 1,80 2,40 10,87 37,77 
Erlenmeyer-Kolben. . . 0,00 0,53 1,87 28,25 


Aus den in Tabelle II] zusammengefaBten Untersuchungsergeb- 
nissen kann man die Folgerung ziehen, daB bei den mit Lésungs- 
mitteln von héherem Siedepunkt (Petrolaither, Alkohol) gewonnenen 
Nicotinlésungen nur aus kleinerer Lésungsmenge (10 ccm), bei den 
mit Lésungsmitteln von niedrigerem Siedepunkt bereiteten Nicotin- 
losungen auch aus gréBerer Menge (100 ccm) abdestilliert werden kann, 
ohne daB dabei die von den Lésungsmitteldimpfen mitgerissenen 
Nicotinmengen praktisch bedeutend waren. 


Tabelle all. 





, Abdestillierte Nicotinlésung in cem 
Siedepunkt des a ‘ ; 7 —" era , & : es 
Lisungsmittels 10 50 100 


Lisungsmittel 


oC Nicotinverlust in ° » 


Ather .. 34,6 praktisch unbedeutend 


Ather + Petrolather — —, f 
Petrolitther . 60,0 unbedeutend 1,87 


Albehel 2. a. 78.4 28.25 


Das bei 246° siedende Nicotin (14) ist als eine élartige, auch schon 
bei Zimmertemperatur fliichtige Fliissigkeit bekannt; halt man vor 
einen Vogel einen in reines Nicotin getauchten Glasstab, so tétet das 
verdampfende Nicotin den Vogel binnen einigen Sekunden (15). Da 
beziiglich der Verfliichtigung des Nicotins bei Zimmertemperatur gar 
keine quantitativen Angaben in der Literatur zu finden sind, habe ich 
zwecks Orientierung folgende Untersuchungen durchgefiihrt. In Wage- 
gliser (3,5.3cm) genau eingewogene Nicotinmengen wurden bei 
Zimmertemperatur (20 bis 22°) stehengelassen und nach gewissen Zeit- 
abschnitten das Nicotin in den Glisern bestimmt. Die Differenzen 
zwischen den gewogenen und gefundenen Nicotinmengen, d. h. die ver- 
fliichtigten Nicotinmengen, sind in der Tabelle IV aufgezeichnet. 
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Nach den Ergebnissen der Tabelle LV verfliichtigt sich aus dem bei 
Zimmertemperatur aufbewahrten Nicotin schon nach 5 Minuten eine 
meBbare (0,6 mg) Menge, und bei fortschreitender Aufbewahrung wird 
die Nicotinverfliichtigung immer bedeutender. 


Tabelle IV. 





Versuchszeit 5’ 10’ 20" 30’ yh gh 4h 6b 


Verfliichtigtes 
Nicotin mg 0,6 0,6 1,0 1,5 2,3 2,7 5,6 6.9 


Zusammenfassung. 


1. Aus den mit Lésungsmitteln von héherem Siedepunkt (Petrol- 
aither, Alkohol) gewonnenen Nicotinlésungen kann nur eine kleine 
Menge (10 ccm), aus den mit Lésungsmitteln von niedrigerem Siedepunkt 
(Ather, Ather + Petrolather) bereiteten Lésungen auch mehr (100 cem) 
ohne einen praktisch bedeutenden Nicotinverlust abdestilliert werden. 

2. Bei dem im Becherglas vorgenommenen Abdampfen ist der 
Nicotinverlust gréBer als bei Verdampfen des Lésungsmittels aus einem 
Erlenmeyer-Kolben. 

3. Von bei Zimmertemperatur aufbewahrtem Nicotin verfliichtigt 
sich schon nach 5 Minuten eine meBbare (0,6 mg) Menge. 
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VII. Mitteilung: 


Uber den Einflu8 der Verdiinnung und der Ammoniumsulfatkonzentration 
auf die Menge der Eiweiffraktionen im Pferdeserum!’. 


Von 
D. von Desed. 


{Aus dem physiologischen Institut der kgl. ungar. tierarztlichen Hochschule 
in Budapest. ) 


(Eingegangen am 2. Juli 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Es wurde bereits in Mitte‘lung II darauf hingewiesen (1), daB sich 
die (NH,).SO,-Konzentration nach Ausfallen der Eiwei®fraktionen 


erhéht, sobald das Aussalzen bei zweifacher Verdiinnung vorgenommen 


worden ist. Dieser Umstand verdient bei den refraktometrischen 
Untersuchungen nicht nur deshalb besondere Beachtung, weil hier- 
durch die Bestimmung des Albumin- bzw. Globulingehalts beeinfluBt 
wird, wie dies bereits angedeutet worden ist, sondern es diirfte auch 
von allgemeinem Interesse sein, diese Verhiltnisse genauer zu erforschen. 

Um iiber die Ursache dieser Erscheinung Aufklirung zu gewinnen, 
wurde die EiweiBausfallung in mehreren graduierten Zentrifugen- 
réhrchen vorgenommen. Es wurde dabei zuerst immer die (NH,).SO,- 
Lésung entsprechender Konzentration, dann ebensoviel Serum ab- 
gemessen, das Réhrchen nachher mit einigen Glasperlen beschickt und 
mit gutschlieBendem Gummistopfen verschlossen. Jetzt erfolgte das 
griindliche Vermischen der Fliissigkeiten, indem diese 10 Minuten lang 
im elektrischen Schiittelapparat belassen wurden. Derjenige Nieder- 
schlag, der dabei erhalten worden ist, wurde nachher scharf abzentri 
fugiert, wobei sich der Schaum, der wahrend des Schiittelns entstanden 
war, wieder gelést hat. Die Héhe des abzentrifugierten Eiweibnieder- 
schlags wurde notiert, und die Bestimmung seines Volumens erfolgte 

' Ausgefiihrt mit den Mitteln der Széchenyi-Gesellschaft zur Férderung 
der Naturwissenschaften. 
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spater durch Ausmessen, wobei die Glasperlen in den Zentrifugen- 
réhrchen belassen wurden. Die iiberstehenden Serumfliissigkeiten 
wurden womdglich restlos abgesogen und vereinigt; die Niederschlage 
in ein MeBkélbchen von 25ccm Inhalt quantitativ iibergefiihrt und 
mit destilliertem Wasser bis zur Marke aufgefillt. Die Bestimmung 
des (NH,).S0O,- und EiweiBgehalts wurde nun in beiden Fliissigkeiten 
ausgefiihrt. Die Versuchsresultate, die hierbei gewonnen wurden, ge- 
statteten die Konzentration des (NH,),SO, im EiweiBniederschlag zu 
berechnen und mit derjenigen der iiberstehenden Lésung zu vergleichen, 
wobei die gefundene EiweiBmenge unter Beriicksichtigung der Volum- 
verhaltnisse gleichzeitig zur Kontrolle des Versuchs diente, da die 
Summe beider Fraktionen mit der Gesamteiweibmenge iibereingestimmt 
hat. Es sollen diesbeziiglich fiinf Versuche in Tabelle I angefiihrt 
werden, wobei in den Versuchen 1 und 2 das Eu-, in 3 das Pseudo- 
und in 4 und 5 das Gesamtglobulin bei zweifacher Verdiinnung 
ausgefallt worden sind. 

Es wurden in Tabelle I auBer Bezeichnung der Seren folgende Zahlen- 
werte angegeben: 1. Die Serummenge, die beim Versuch aufgearbeitet 
wurde (Spalte 2); 2. die prozentige Menge des jeweils ausgefallten und in 
der Serumlésung verbliebenen EiweiBes (Spalte 3 und 4), wobei die Be- 
stimmung des ersteren nach dem Auflésen des Niederschlages im MeB- 
kélbchen erfolgte; 3. die Menge des jeweils gewonnenen FiweiBnieder- 
schlags und der Fiweiflésung in Vol.-°, (Spalte 5 und 6), wie sich dies 
nach dem Abzentrifugieren ermitteln lieB; 4. die prozentige Menge des 
ausgelallten und des in Lésung verbliebenen EiweiBanteiles, bezogen auf 
100 cem des Serums (Spalte 7 und 8); 5. die Summe beider Zahlenwerte, 
die mit den Ergebnissen der unmittelbaren Serumeiweifbestimmungen 
iibereinstimmen (Spalte 9 und 10) und die Zuverlassigkeit dieser Versuche 
beweisen; 6. das Volumen des EiweifBniederschlags in Kubikzentimeter 
(Spalte 11); 7. der Gehalt an (NH,),.SO,4, der sich im Inhalt des Meb- 
kélbchens, nachdem dieses auf 25 ccm aufgefiillt worden ist, ermitteln 
lieB (Spalte 12); 8. die (NH,4).SO,-Konzentrationen, die auf das Volumen 
des Niederschlags bezogen und unmittelbar in der iiberstehenden Serum- 
lésung bestimmt wurden (Spalte 13 und 14): 9. schlieBlich diejenige 
(NH,).80,-Konzentration, die aus der jeweiligen Stammlésung nach 
Verdiinnen mit destilliertem Wasser gewonnen wurde (Spalte 15). 

Es ergibt sich nun beim Vergleich der Zahlenwerte in Spalte 13 und 14, 
daB der (NH,),SO0,-Gehalt nach der EiweiBausfallung ohne Riicksicht 
auf die verwendete Konzentration in der iiberstehenden Serumlésung 
um 3 bis 5°, héher gefunden wird als im abzentrifugierten Niederschlag. 
Dieser Unterschied ist in der Tat viel bedeutender, da die Lésung aus dem 
Niederschlag nicht vollkommen verdringt werden kann und demzufolge 
auch keine besonderen MaBnahmen getroffen wurden, um die Wand der 
Zentrifugenréhrechen von der anhaftenden Fliissigkeit zu befreien. Die 
Unterschiede jedoch, die sich hierbei im (NH,4),SO,4-Gehalt des EiweiB- 
niederschlags und der tiberstehenden Lésung ergeben haben, beweisen ohne 
weiteres, daB zwei Phasen beim Aussalzen des SerumeiweiBes entstehen, 
und zwar der Niederschlag, der armer an Salz und die Fliissigkeit. die daran 
reicher ist. 
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Es ist ferner beim Vergleich der Zahlenwerte in Spalte 14 und 15 
sofort ersichtlich, da® der (NH ,),SO,-Gehalt in der Serumfliissigkeit 
hoher gefunden wird, als wenn die Salzlésung, die zum Eiwei®ausfallen 
verwendet wurde, anstatt des Serums zu gleichen Teilen mit destilliertem 
Wasser vermischt wurde. Man kann die Méglichkeit zur richtigen Deutung 
dieser Erscheinung nicht auBer acht lassen, daB hierbei Anderungen im 
Gesamtvolumen eingetreten sein kénnten. Es haben namlich Chick und 
Martin (2) darauf hingewiesen, daB das Auflésen des getrockneten EiweiBes 
mit deutlicher Kontraktion einhergeht, und es erscheint demzufolge még- 
lich, daB die EiweiBausfallung von einer Volumenzunahme begleitet wird. 
Um hiertiber GewiBheit zu verschaffen, wurde das Ausfallen des Gesamt- 
globulins in demselben Me®8k6lbchen vorgenommen, das auch zur Be- 
stimmung der Kontraktion bei den (NH 4).S0O,4-Lésungen verwendet (3) 
und wo im vorliegenden Falle anstatt destillierten Wassers das Serum ab- 
gemessen wurde. Es hat sich dabei ergeben, daB die Héhe der Fliissigkeits- 
séule sofort nach Beginn des Vermischens ab-, spéter etwas zunimmt, 
wobei jedoch das Anfangsvolumen nicht tiberschritten wurde. Diese Volumen- 
zunahme ist dadurch bedingt, daB aufsteigende Gasperlen das ausgefillte 
EiweiB8 mit in den Schaum iiberfiihren, wodurch die Méglichkeit der weiteren 
Beobachtung vereitelt wird. Es erscheint auf Grund dieser Befunde sehr 
wahrscheinlich, daB das Fliissigkeitsvolumen bei der Eiwei®ausfallung 
nicht zu-, sondern eher abnimmt. Dies kann auch aus dem Verhalten 
des spezifischen Gewichts gefolgert werden. Wird némlich dieses nach 
erfolgtem Eiwei®Bausfallen bei 17,5° C bestimmt, wobei das Serum zu 33, 
40 und 50°, mit (NH ,),SO,4-Lésung gesaéttigt worden ist, dann erhalt 
man Zahlengr6Ben, die keineswegs mit denjenigen iibereinstimmen, die sich 
fiir das spezifische Gewicht des entsprechend verdiinnten Serums und der 
Salzlésung berechnen lassen (Tabelle IL). Die Unterschiede, die zwischen 
den gefundenen und berechneten Zahlenwerten vorhanden sind, iiber- 
schreiten die méglichen Fehler, obgleich diese im vorliegenden Falle wegen 
Triibheit der Fliissigkeit héher, und zwar zu + 4 Einheiten in der vierten 
Dezimale angenommen werden miissen. Es geht daraus so viel mit Sicher- 
heit hervor, da®B keine Volumenzunahme beim Aussalzen der Eiweib- 
fraktionen stattfindet. Da jedoch anfangs geringe Kontraktion beobachtet 
werden kann, wird man mit Recht annehmen kénnen, dai die Volumen- 
anderungen, obzwar diese bei dem Ausfallen des Eiweifes nur eine unter- 
geordnete Rolle spielen, immerhin von derselben GréBenordnung = sind 
wie die beim Vermischen der (NH,),SO,-Lésungen mit destilliertem 
Wasser festgestellten. 

Die Unterschiede, die sich im gefundenen und berechneten spezi- 
fischen Gewicht ergeben haben, miissen demnach auf eine Verschiebung 
in der Wasserverteilung zuriickgefiihrt werden, wovon ja das Ent 
stehen der beiden Phasen bei der Salzfaillung begleitet wird. Das aus. 
gefallte EiweiB bindet Wasser, wie dies bereits Chick und Martin (4) 
am Eieralbumin nachgewiesen haben. Diese Forscher haben namlich 
den Albuminniederschlag, der durch Aussalzen gewonnen wurde, 
unter hohem Druck ausgepreBt und gefunden, daB die abflieBende 
Fliissigkeit weniger Salz enthalten hat, als die urspriingliche Eiweib- 
lésung nach dem Vermischen mit dem Fallungsmittel. Es konnte nur 
dasjenige Wasser die Verdiinnung hervorgerufen haben, das dem aus- 
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gefallten EiweiB abgepreBt worden ist. Das Eiwei® fallt demnach als 
Hydrat aus der Lésung aus, wozu das gebundene Wasser aus dem 
Lésungsmittel entnommen wird. Ob dabei das Eiweif bereits ge- 
bundenes Wasser mitreiBt, oder die Art der Wasserbindung dabei 
veraindert wird, laBt sich vorliufig nicht entscheiden. Der Umstand 
jedoch, daB das Ausfallen des EiweiBes dabei erst nach lingerer Zeit 
zum Stillstand gelangt, laBt darauf schlieBen, daB sich die Art der 
Wasserbindung verandert hat. 

Da die Anderungen in der (NH,).SO,-Konzentration sicherlich 
auf die Verschiebung in der Wasserverteilung zuriickgefiihrt werden 
konnen, erschien es angebracht, diejenige Wassermenge zu berechnen, 
deren Austritt die Konzentrationsunterschiede hatte bedingen kénnen. 
Es wurde deshalb derjenige Gehalt an (NH,),8O,, der nach dem 
Ausfillen des EiweiBes gefunden wurde, mit demjenigen in Beziehung 
gesetzt, der sich gleichzeitig aus der entsprechend konzentrierten Salz- 
lésung nach zweifachem Verdiinnen mit destilliertem Wasser ergeben 
hat. Natiirlich wird diese Berechnung nicht einwandfrei sein! So ist 
bisher noch keineswegs erwiesen, da das EiweiB beim Ausfillen nur 
destilliertes Wasser mitreiBt. Es wurde vielmehr angenommen, dab 
dabei das Fallungsmittel oder dessen Bestandteile, insbesondere das 
SO,-Radikal gebunden wird. Die Berechtigung der ersteren Annahme 


wird jedoch durch die oben anggfiihrten Versuchsergebnisse widerlegt. 


Der zweite Vorgang diirfte nur 4n geringem Mabe stérend einwirken 
und das Ergebnis der Berechnung kaum beeintrachtigen! Es hat namlich 
Sdrensen (5) die Zusammensetzung der Kristalle des Eieralbumins einer 
genauen Priifung unterworfen und dabei gefunden, daf diese auber 
Albumin und Wasser nur Spuren von Schwefelséiure enthalten. Man 
wird demnach anuehmen kénnen, da destilliertes Wasser durch das 
ausgefallte EiweiB gebunden wird. Es ist ferner zu bedenken, daB® 
diese Berechnungen die Volumenmenge angeben, die dem Faillungs- 
mittel dabei entzogen wurde. Darin ist jedoch auch das ausgefillte 
Eiweif}S mitinbegriffen und, da dessen Menge dabei nicht ohne EinfluB 
sein konnte, wurden die berechneten Volumina auf die g-Einheit der 
ausgefillten EiweiBmenge bezogen. 

Es sollte der Einflu8 der Verdiinnung zuerst gepriift werden. Das 
Serum kam dabei in 2-, 2,5-, 3,3-, 5-, 10- und 20-facher Verdiinnung 
zur Verwendung. Es wurden je vier EiweiSfraktionen ausgefallt und der 
EiweiBb- und (NH,),8SO,4-Gehalt in der iiberstehenden Lésung bestimmt. 
Man wird dabei das ausgefillte EiweiB erhalten, wenn man die ermittelte 
EiweiBmenge von dem halben Betrag des GesamteiweiBes abzieht, wobei 
natiirlich die Verdiinnung entsprechend beriicksichtigt werden muB. Es 
wurden zuerst immer die (NH,).SO,-Lésungen abgemessen, dann der er- 
wiinschten Verdiinnung entsprechend mit wechselnden Mengen destillierten 
Wassers iiberschichtet und schlieBlich das Serum hinzugesetzt. Die mit 
Glasperlen schon vorher beschickten Zentrifugenréhrcehen wurden 10 Minuten 
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lang im elektrischen Schittelapparat belassen und nach dem Heraus- 
nehmen die EiweiSniederschlage abzentrifugiert. 

Die Versuchsresultate in Tabelle 11] wurden am Serum Nr. 32 ge- 
wonnen. Es wurde dabei die eiweiBfallende Wirkung der 33-, 40-, 50- und 
58° igen Saéttigung untersucht. Man merkt beim Vergleich der angefiihrten 
Zahlenwerte sofort, daB die Eindickung der Lésung, die ohne Ausnahme 
bei zweifacher Verdiinnung am besten ausgeprigt ist, mit zunehmender 
Verdiinnung abnimmt. Die Unterschiede sind diesbeziiglich am gréB8ten 
in denjenigen Versuchen, in denen die faéllende Wirkung der 30,94 °. igen 
(NH,).8 O,4-Konzentration gepriift wurde. Der Salzgehalt der iiberstehenden 
Fliissigkeit hat hierbei um 1,.48°, zugenommen, und die FEindickung 
ist sogar bei der 20fachen Verdiinnung gut ausgepréigt. Der Unter- 
schied in der ausgefallten EiweiBmenge betragt dabei 3,90 g.  Wird nun 
Halbséttigung im Serum hergestellt, dann erhéht sich hierbei die Salz- 
konzentration um 1,13°, und das ausgefallte EiweiB um 3.43 g¢. Man 
erhalt dafiir beim Ausfaillen des Pseudoglobulins 0,66°,, bzw. 2.70 g und 
bei dem des Euglobulins 0,35°, bzw. 1,21 g. Es andert sich demnach 
mit der Eindickung der Lésung auch die Menge des ausgetallten EiweiBes. 
jedoch mit dem groBen Unterschied, da8 auch bei der 20fachen Verdiinnung, 
wo eine Konzentrationsanderung, mit Ausnahme der 58°,igen Sattigung. 
nicht nachgewiesen werden konnte, das Eiwei®B doch ausgefallt worden 
ist. Es kénnte hieraus geschlossen werden, daB die Eindickung der Lésung 
und das Ausfallen des EiweiBes keineswegs parallel miteinander verlaufen. 
Diese SchluBfolgerung wiirde auch durch die Zahlenwerte bekraftigt. 
die den scheinbaren Wasserverlust anzeigen, der auf die ausgefallte EiweiB- 
einheit entfallt. Diese nehmen namlich mit der Verdiinnung ab. 


Man koénnte nun leicht dazu verleitet werden, hieraus weitgehende 
Schliisse tiber Anderungen der Wasseranziehungskraft des EiweiBes 
ableiten zu wollen. Dies miiBte jedoch letzten Endes zu der Annahme 
fiihren, daB das EiweiB bei sehr groBer Verdiinnung durch Salze iiber- 
haupt nicht ausfallbar ware. Die Unhaltbarkeit dieser Annahme bedarf 
keiner naheren Erérterung. Es laéBt sich demnach aus der Abnahme 
jener Zahlenwerte keine GesetzmaBigkeit ableiten und dies um so weniger 
als die méglichen Fehler viel zu groB sind. Nimmt man namlich an, 
daB die (NH,),SO,-Bestimmungen bis auf 0,02 g richtig sind, dann 
kénnten sich die Zahlenwerte so gestalten, dab man z. B. bei der 
30,94 °,igen (NH,),8O,-Konzentration 1,09 statt 1,07 und 1,13 statt 
0,78 erhalten wiirde. Es wird natiirlich die Fehlerméglichkeit bei den 
niedrigeren Konzentrationen noch bedeutender. Man wird somit aus 
diesem Grunde annehmen miissen, daB die Eindickung der Lésung 
durch die jeweils ausgefillte EiweiBmenge bestimmt wird. Dies geht 
besonders deutlich aus dem Versuch hervor, der mit dem Serum Nr. 43 
ausgefiihrt wurde und darin bestand, daB das Serum im Hochdruck- 
Ultrafilterapparat zur Trockne eingeengt und die gewonnene Eiweil}- 
gallerte nachher im eigenen eiweiBfreien Filtrat aufgelést wurde. Das 
native Serum enthielt 7,54 g EiweiB in 100 ccm, und es wurden auf 
diese Weise daraus solche Lésungen hergestellt, deren Eiweibgehalt 
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10,20 und 20,54°%, betrug. Der Salzgehalt hat sich nach dem Eiweib- 
ausfallen bei zweifacher Verdiinnung im nativen Serum zu 27,80 
und in den tibrigen Serumlésungen zu 28,10 bzw. 30,30°, ergeben. 
Die Eindickung betragt im letzteren Falle 2,64°,, ist somit angenahert 
um 10°, héher als diejenige (NH,),SO,-Konzentration, die sich nach 
Vermischen der gesattigten Salzlésung mit destilliertem Wasser zu 
26,85°,, ermitteln lieB. 

Kann nun auf Grund des oben angefiihrten angenommen werden, 
daB die Eindickung der Lésung durch die ausgefillte EiweiBmenge 
bestimmt wird, dann kénnen auch die Beziehungen festgestellt werden, 
die diesen Vorgang beherrschen. Es werden die Versuche hierbei nur 
dann zur Lésung der Frage beitragen, falls diese in recht ansehnlicher 
Anzahl zur Verfiigung stehen, denn die méglichen Fehler bei den einzelnen 
Bestimmungen kénnen viel zu groB sein. Das MaB der Wasserverschie- 
bung wurde dabei aus den Anderungen der (NH,),SO,-Konzentration 
berechnet, die sich nach dem Ausfallen der einzelnen Eiweibfraktionen 
und dem Abzentrifugieren des Niederschlags in den tiberstehenden 
klaren Serumfliissigkeiten ermitteln lieBen. Die EiweiBausfallung er- 
folgte dabei immer bei zweifacher Verdiinnung, wobei zum Aussalzen 
des Euglobulins 33-, zu dem des Pseudoglobulins 40-, und zu dem des 
Gesamtglobulins 50° ,ige Sattigung verwendet wurde. Es kam dabei 
auch die fallende Wirkung von héheren (NH,),SO,-Konzentrationen 
zur Untersuchung, ‘deren Herstellung durch Hinzufiigen des kristalli- 
nischen Salzes erfolgte. Gleichzeitig mit dem Abmessen der (NH,).8O,- 
Lésungen, die nachher zu gleichen Teilen mit Serum versetzt werden 
sollten, wurden einige Proberéhrchen beiseite gestellt, die mit destil- 
liertem Wasser verdiinnt wurden. Die Parallelbestimmungen, die zur 
Ermittlung des (NH,),SO,-Gehaltes dienten, wurden in den Serum- 
fliissigkeiten nach der gravimetrischen Methode ausgefiihrt, wahrend 
in den Kontrollréhrchen, die anstatt des Serums destilliertes Wasser 
enthielten, 6fters das refraktometrische Bestimmungsverfahren an- 
gewendet wurde. 

Es wurden in Tabelle IV die Versuchsergebnisse angegeben, die dies- 
beziiglich ermittelt worden sind. Die 38 Versuche lassen sich in vier Gruppen 
aufteilen, je nach der (NH,),.8O,4-Konzentration, wobei das EiweiBausfallen 
erfolgte. So wurden in je acht Versuchen 33 und 40, in sechzehn Ver- 
suchen 50 und in sechs Versuchen héhere Saéttigungsgrade hergestellt. 
Es hat die Salzkonzentration nach dem EiweiBausfallen in sémtlichen Ver- 
suchen zugenommen. Diejenige Wassermenge, deren Austritt dieselbe 
Eindickung der Lésung verursacht hatte, wurde daraus berechnet und 
auf die g-Einheit der ausgefallten EiweiBmenge bezogen. Die Mittelwerte 
dieser Zahlengr6Ben wurden getrennt berechnet, und die Abweichungen, 
die sich zwischen diesen und den einzelnen Versuchsergebnissen ermitteln 
lieBen, dienten zum Berechnen des mittleren Fehlers, wobei ¢« denjenigen 
der einzelnen Bestimmung und E den des berechneten Mittelwertes 
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Protokoll 
Nr. 
der Seren 


(N Hy)o 8S O4-Kon- 
zentration 


vor nach 


der Eiweiffallung 


17,99 
17,99 
17,99 
17,99 
18,00 
17,85 
17,77 
17,51 


31,90 
31,97 
32,31 
35,78 
36,28 
36,56 


Aus- 
gefillte 
Eiweib- 

menge 


£ 


0.99 
1,21 
1,05 
0.94 
1.05 
1.38 
1,39 
0,46 


Scheinbarer 
Wasserverlust 
bei der auf die 

Ein- - - 
dickung einheit 

be- 


eem rechnet 


0,98 
1,06 
0.90 
0,84 
0.98 
1,39 
1,28 
0.64 


Mittelwert : 


1,93 
2,42 
1.46 
1,71 
2.50 
3,02 
2,98 
1,97 


1,66 
1,72 
1,36 
1,42 
2,20 
2.95 
2,84 
1,24 


Mittelwert : 


PPecwworske Aor or 
aDOorWk On-IW— we 


+ 


2, 
3, 
i, 
3, 
2, 
2, 
2, 
2, 
2, 
1, 
1, 
2, 
2, 
2. 


= OO 


C 


~ 


2.16 
4.03 


1,95 
2.30 
2.82 
2.56 
2,12 
2.06 
3.75 


Mittelwert : 


2,73 
4.00 
4,15 
3,41 
4.74 
4,40 


Mittelwert : 


2.53 
4.00 
4.01 
8,22 
4.36 


4.15 1,06 


1,06 


Eiweib- 


Ab- 
weichung 

vom 
Mittel wert 


Mittlerer 
Fehler 





+ 0,02 
+ 0,26 
— 0,07 
+ 0,06 
+ 0,00 

0,12 

0.08 
— 0,07 





0.08 
LOO] 
+ 0,02 
0,02 
— 0.06 
0,02 
+ 0,12 
L 0.00 
+ 019 
= OOt 
0.28 
— 0,09 
— 0,16 
+ 0,09 
+. 0,04 
+ 0,07 


+ 0,02 
— 0.06 
— (),02 
+ 0,00 
+ 0,03 
+ 0,00 
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darstellen. Auffallend ist dabei, daB die Abweichungen nach Ausfallen 
der mehr labilen EiweiBfraktionen viel gr6Ber sind als jene zwischen den 
Versuchsergebnissen, die nach dem EiweiBausfallen bei mehr als 50° iger 
Sattigung gewonnen wurden. Es laBt schon dieser Umstand die Vermutung 
zu, daB hierfiir die gréBeren Fehler verantwortlich sind, und man wird 
demzufolge auch den dabei ermittelten Mittelwerten kein besonderes 
Gewicht beimessen kénnen. Wird nun der mégliche Fehler berechnet, 
wobei die (N H14).8O,4-Bestimmungen zu 0,02 g genau angenommen werden, 
dann ergibt sich die mégliche Abweichung in der fiir 1 g EiweiB berechneten 


Wasserverschiebung zu + 0,13 g, wozu noch derjenige Fehler, womit die 
EiweiB8bestimmung behaftet ist, beitragen und die Abweichung sich hier- 
durch zu + 0,17 erhéhen kann. Da gr6Bere Abweichungen nur vereinzelt 


vorkommen, scheint es angebracht zu sein, die scheinbare Wassermenge, 
die auf die Gramm-Einheit des ausgefallten EiweiBes entfallt, aus samt- 
lichen Versuchsergebnissen gemeinsam zu berechnen. Diese ZahlengréBe 
ergibt sich hierbei zu 1,05 cem, wobei der mittlere Fehler — 0,02 und der- 
jenige der einzelnen Bestimmung — 0,12 betragt. Dieser erreicht dem- 
nach sogar die GréBe des méglichen Fehlers nicht. 

Es haben diese Versuche somit zu dem Ergebnis gefiihrt, dab 
sobald die Eiweibmenge von | g bei zweifacher Verdiinnung ausgefallt 
wird, die (NH,),SO,-Konzentration in dem Mae zunimmt, wie wenn 
1,05 cem destillierten Wassers aus der Lésung ausgetreten ware. Dies 
scheint von der ausgefillten EiweiBfraktion ginzlich unabhangig zu 
sein. Es wird hierdurch aych die Richtigkeit der SchluBfolgerung er- 
wiesen, die bei jenen Versuchen, die diesbeziiglich tiber den EinfluB der 
Verdiinnung ausgefiihrt worden sind, dargelegt wurde. Man wird 
demgemaB annehmen miissen, daB dem Lésungsmittel beim Ausfallen 
des EiweiBes unter allen Umstanden eine gewisse Wassermenge ent- 
zogen wird. Ist jedoch die ausgefallte EiweiBmenge im Vergleich zum 
Volumen der Fliissigkeit sehr gering, dann kann diese Eindickung 
nicht mehr nachgewiesen werden. 

_ Die Versuche, in denen der EinfluB der Verdiinnung untersucht 
wurde, verdienen noch weitere Beachtung, und zwar aus dem 
Grunde, weil daraus der Zusammenhang zwischen den Anderungen der 
(NH,),SO,-Konzentration und der jeweils ausgefallten EiweiBmenge 
iibersichtlich dargestellt werden kann, wie dies aus Abb. 1 hervorgeht. 
Es wurden darin die Versuchsergebnisse der Tabelle III eingezeichnet. 
Eine gewisse Abainderung fand nur insofern statt, als die jeweils ermittelte 
(NH,),SO,-Konzentration in Prozenten der Sattigung und die dabei 
ausgefillte EiweiBmenge nach Beriicksichtigung der Verdiinnung in 
Prozenten der GesamteiweiBmenge angegeben wurden. Es geht aus 
der Abbildung so viel hervor, daB groBe Unterschiede in der eiweib- 
ausfillenden Wirkung der verschiedenen Sattigungsgrade bestehen. So 
wird maBige Konzentrationsinderung um die 58° ige Sattigung herum 
die ausgefallte EiweiBmenge nur wenig beeinflussen, wihrend eine 
ahnliche Anderung bei der 40%igen Sattigung eine viel bedeutendere 
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fallende Wirkung ausiibt. Der Verlauf der Eiweibausfallung entspricht 
im ersten Falle einer Geraden, deren Verlingerung die Abszisse unter 
spitzem Winkel schneiden wirde, wahrend sich dafiir beim Pseudo- 
globulin eine steile Parabel ergibt, ebenso wie beim Euglobulin. Man 
findet dafiir bei der 50°, igen Sattigung den Cbergang, indem die 
gewonnene Linie ebenso gut einen etwas gebogenen wie auch einen 
yeraden Verlauf annehmen kénnte. Die Verhaltnisse, die bei der Eiweib- 
ausfallung von Bedeutung sind, kénnten aus Abb. 1 falschlich dahin 
gedeutet werden, dal dabei die Anderungen der (NH,),SO,-Konzen- 
tration allein bestimmend einwirkten. Dem ist jedoch nicht so, denn 
auch derjenige EiweiBanteil spielt in diesem Vorgang eine wichtige 
Rolle, der in Lésung geblieben ist, wie Eftisch, Ewig und Sachsse (6) 
nachgewiesen haben. 
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Dieser EinfluB desjenigen EiweiBanteiles, der in Lésung geblieben 
ist, geht deutlich aus den Versuchsergebnissen hervor, die in Tabelle V 
angefiihrt wurden. Es wurde dabei das Serum bei 2-, 2.5-, 3.3-, 5- 
und 1l0facher Verdiinnung zu gleichen Teilen mit konzentrierter 
(NH,),SO,-Lésung versetzt und im folgenden auf dieselbe Weise vor- 
gegangen, wie bereits beschrieben worden ist. Nach dem Trennen des 
ausgefillten und des gelésten Serumanteils erfolgte im letzteren die 
Bestimmung des Gehalts an EiweiB und an (NH,),.SO,. Es wurden 
nachher (NH,),.8O,-Lésungen von derselben Konzentration hergestellt, 
die sich in den iiberstehenden Serumfliissigkeiten ermitteln lieBen, 
wobei zur Bestimmung des Salzgehalts das Refraktometer verwendet 
wurde. Die abzentrifugierten EiweiBniederschlage wurden nun mit den 
entsprechend konzentrierten Salzlésungen vermischt, quantitativ auf 
getrocknetem geharteten Filtrierpapier gesammelt, mit derselben 
Salzlésung griindlich ausgewaschen und die EiweiBmenge bestimmt, 
die am Filtrierpapier zuriickgeblieben war. Die Summe dieser und 
derjenigen Eiweibmenge, die sich nach dem Abzentrifugieren des aus- 
gefallten EiweiBniederschlags in der iiberstehenden Lésung unmittelbar 


Biochemische Zeitschrift Band 239 93 














340 D. von Deseé: 


bestimmen lieB, ergibt nur im Versuch 2 die richtige Gesamteiweib- 
menge innerhalb der Fehlergrenzen der Methode, und zwar erst nach 
10fachem Verdiinnen des Serums. Es sind sonst in allen Versuchen 
EiweiBverluste vorhanden, die um so bedeutender sind, je mehr die 
Salzkonzentration nach der EiweiBausfallung zugenommen hat. Da 
die Waschfliissigkeiten im (NH,).SO,-Gehalt mit denjenigen der iiber- 
stehenden Serumlésungen iibereinstimmten, jedoch kein EiweiB ent- 
hielten, mtissen die beobachteten EiweiBverluste darauf zuriickgefiihrt 
werden, daf die faillende Kraft der (NH,),SO,-Lésungen infolge des 
Fehlens des gelésten EiweiBanteils abgenommen hat, worauf die ge- 
nannten Forscher bereits hingewiesen haben. Diese Versuchsergebnisse 
ergeben jedoch nicht nur den Beweis dafiir, daB derjenige EiweiBanteil, 
der in der Lésung verblieben ist, die Menge des gebildeten Niederschlags 
beeinfluBt, sondern liefern auch den Beweis dafiir, daB dabei auch die 
jeweiligen Anderungen der Salzkonzentration von Bedeutung sind. Man 
wird demzufolge den EinfluB der Verdiinnung und der (N H,).S0O,- 
Konzentration auf das Ausfillen des SerumeiweiBes getrennt unter- 
suchen miissen. 
Tabelle V. 





j Nde8 Oe || | Abweichung 
t 


} Ver- } Gehalt der || Menge des Globulin | yon der 
TP ij » Wasch- eS grr wmenn Gesamt- 
Mr. Chesene flissigkeit || Globulins Albumins + Albumin | eiweifmenge 
..-fach in °/9 \| g £ Ht e 
2 28,03 6,80 1,00 7,80 1,14 
| 2.5 27,71 6,82 1,16 7,98 0,96 
1 3,3 27,45 6,67 1,55 8,22 0,72 
5 27,15 6,50 1,77 8,27 0,67 
10 27,09 6,48 2,14 7,62 0,32 
2 26,97 3,42 3,06 6,48 0,33 
; | 2.5 26,73 3,44 3,14 6,58 0,23 
2 3,3 26,65 8,32 3,27 6,59 0,22 
5 26,55 3,26 3,40 6,66 0,15 
10 26,49 3,23 3,53 6,76 0,05 


Die Priifung des Einflusses, den das Verdiinnen des Serums auf die 
ausgefallte EiweiBmenge allein ausiibt, erfolgte im Serum Nr. 45, wobei 
50° ,ige (NH ,),SO,-Saéttigungen hergestellt wurden. Das Ausfillen des 
Gesamtglobulins wurde dabei in 2-, 12-, 25-, 50- und 100facher Verdiinnung 
vorgenommen. Es wurden jeweils 4 ccm des Serums abgemessen und immer 
doppelte Parallelbestimmungen ausgefiihrt, indem in je zwei Versuchen 
nicht nur diejenige EiweiBmenge bestimmt wurde, die nach dem Aus- 
waschen auf dem Filtrierpapier zuriickblieb, sondern auch derjenige 
EiweiBanteil, der dureh das Salz nicht ausgefallt wurde. Man konnte 
nun den GesamteiweiBgehalt aus der Menge des jeweils ermittelten 
Globulins und Albumins aus sémtlichen zehn Bestimmungen berechnen, 
wobei diese Ergebnisse gleichzeitig zum Uberwachen der Richtigkeit der 
einzelnen Eiweiibestimmungen dienten. Aus dem Mittelwert, der sich 
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auf diese Weise fiir das GesamteiweiB ergeben hatte, wurde dann auch 
die Menge der beiden EiweiBfraktionen berechnet. Der angefiihrte Globulin- 
und Albumingehalt hat sich demnach aus diesen vier Zahlenwerten er- 
geben. Es wurde ferner bei diesen Bestimmungen auch die Menge der 
Gesamtfliissigkeit genau konstant gehalten, indem streng darauf geachtet 
wurde, da®8 durch jedes Filtrierpapier dieselbe Fliissigkeitsmenge durch- 
lief, die derjenigen gleich war, die bei der S0fachen Verdiinnung 
einschlieBlich der Waschfliissigkeit angewendet wurde. Die Fliissig- 
keitsmenge betrug in diesem Falle insgesamt 260 ccm, da die 4cem des 
Serums mit 96 ccm destillierten Wassers und 100 ccm gesattigter (N H4)oSO,4- 
Lésung versetzt und der dabei gewonnene EiweiBniederschlag mit 60 ccm 
halbgesattigter Salzlésung ausgewaschen wurde. So erfolgte z. B. das 
EiweiBausfaillen in insgesamt 8cem Fliissigkeit bei der zweifachen Ver- 
diinnung, und demgemaé8 wurden 252 ccm der halbgesattigten (NH 4).5O,- 
Lésung zum Auswaschen des EiweiSniederschlags verwendet. Eine Aus- 
nahme bildet dabei derjenige Versuch, in dem das Ausfillen des Gesamt- 
globulins bei 100facher Verdiinnung vorgenommen und der Eiweifnieder- 
schlag nachher mit 60 ccm der Waschfliissigkeit ausgewaschen wurde. 


Tabelle VI. 





Es wurde gefunden bei 


2- 12- - AO- 100- 


facher Ve paste an 


% 

Glo- “Al- Glo- Al- Glo- -_ Glo- Al- Glo- Al- 
bulin bumin bulin bumin bulin bumin bulin bumin bulin bumin 
g g £ g g g g g & & 
7,11 | 216 683 | 2,34 6,79 | 2,36 6.79 | 2,55 | 651 | 2,79 
7,05 2,23 6.90 2,46 6,75 2,39 6,78 2,46 6,54 2,78 
7,12 2,17 6.94 2,45 6,92 2.49 6,73 2,49 6,49 2,77 
7,05 293 6.82 2.38 6,83 2.53 6.82 2.50 6,50 2.74 


7,08 2,20 6,87 2.41 6,84 2.44 6,78 2,50 6,51 2,7 


Es geht aus den Versuchsresultaten, die in Tabelle VI angefiihrt 
sind, hervor, daB die jeweils gefundene Globulinmenge mit der Ver- 
diinnung allmahlich abnimmt. Dies betragt im vorliegenden Falle 
0,57 g und macht etwa 8 bis 9°, der ausgefaillten Eiweibmenge aus. 
Die Eindickung spielt bei der zweifachen und mit Riicksicht auf den 
hohen Globulingehalt im geringeren Mae auch bei der zwélffachen 
Verdiinnung eine Rolle. Wie kann jedoch erklart werden, daB sich hierfiir 
auch in denjenigen Versuchen, in denen sicherlich keine Konzentrations- 
zunahme erfolgt war, dennoch abnehmende Zahlenwerte ermitteln 
lieBen ? Versuchsfehler konnten dies nicht verursacht haben, denn die 
ermittelten und berechneten Eiweiiimengen stimmten sehr gut tiberein. 
Die Ursache dieser Erscheinung mu8*demnach im Verhalten des Serum- 
eiweiBes gesucht werden, wobei folgende Uberlegung zur Aufklarung 
dieser Verhaltnisse fiihren diufte: Es kann auf Grund des oben An- 
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gefiihrten kein Zweifel dariiber bestehen, daB teils der Kiweibanteil 
der in Lésung verblieben ist, teils die Eindickung der Lésung bei der 
zweifachen Verdiinnung zum Ausfallen einer gréBeren Eiweimenge 
vefiihrt hatte, als schlieBlich ermittelt wurde, indem sich das ausgefiallte 
KiweiB waihrend des Auswaschens zum Teil wieder aufgelést hat. Es 
geniigten jedoch dabei 252cem der Waschfliissigkeit nicht, um die 
léslichen Bestandteile véllig zu entfernen, wobei das Gewicht des aus- 
yewaschenen Eiweibniederschlags 0,2832 ¢ betrug. Man kénnte daran 
denken, daB die Lipoidstoffe dabei nicht vollkommen entfernt und 
hierdurch die Unterschiede in der gefundenen Globulinmenge bedingt 
wurden; in Anbetracht jedoch des Verhaltnisses, das zwischen der 
ermittelten EiweiBmenge und der Waschfliissigkeit besteht, erscheint 
diese Annahme sehr unwahrscheinlich. Es wurde namlich bereits in 
Mitteilung IV darauf hingewiesen (7), daB die Nichteiweibstoffe aus 
dem EiweiBniederschlag durch griindliches Auswaschen mit (NH,).S0O,- 
Lésungen ginzlich entfernt werden kénnen und andererseits man doch 
iibereinstimmende Globulinmengen bei sehr hohen, 50- bis 100fachen 
Serumverdiinnungen erhalten miibte. Durch die Anwesenheit der 
Lipoide konnten demnach diese Erscheinungen nicht hervorgerufen 
worden sein, und man wird daher annehmen miissen, daB gewisse Ver- 
bindungen im Serumeiweif* durch die Verdiinnung gelockert werden. 
Es kénnte sich dabei vielleicht um das Freiwerden von Adsorptions- 
verbindungen handeln, deren Vorhandensein im SerumeiweiB 6fter aus- 
gesprochen worden ist. Man gelangt jedoch beim Aufzeichnen der 
gewonnenen Globulinmengen zu einer sehr flachen, etwas gekriimmten 
Linie, die schwerlich im obigen Sinne gedeutet werden kénnte. Es laBt 
sich zwar hieriiber nichts Naheres aussagen, diese Versuchsergebnisse 
haben jedoch zu der sehr interessanten Erkenntnis gefiihrt, daB die 
jeweils gewonnene Globulinmenge nur eine ZahlengréBe ergibt, die 
in demselben Serum keineswegs als konstant angesehen werden darf, 
wenn auch die Bestimmungen bei noch so groBber Serumverdiinnung 
ausgefiihrt wurden. 

Es iibt auBer der Serumverdiinnung auch die Anderung der 
(NH,),.80,-Konzentration sicherlich einen EinfluB auf die ausgefallte 
KiweiBmenge aus. Dies lassen schon die Angaben in Tabelle V deutlich 
erkennen, und es wird dadurch erwiesen, wie schr das EiweiB gegeniiber 


den Anderungen in der Konzentration auch nahe der Halbsittigung 
empfindlich ist. Man hatte dies auf Grund unserer diesbeziiglichen 
Vorstellungen keineswegs erwartet. Um nun bloB die Salzwirkung 
zur Geltung kommen zu lassen, muBte das Serum entsprechend ver- 
diinnt werden. Es wurde deshalb in den Versuchen, die diesbeziiglich 
in den Seren Nr. 37 und 38 ausgefiihrt wurden, das EiweiB bei 30facher 
Verdiinnung ausgefaillt und hierdurch eine Eindickung der Lésung 
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sicherlich vermieden. Die Reaktion der gesiattigten (N H,).S8O,-Lésung 
wurde eingestellt und bei zweifacher Verdiinnung elektrometrisch ge- 
messen, wobei sich das py der Lésung zu 6,93 ermitteln lieB. Es wurde 
bei der Eiweibausfallung die (NH,),.8O,-Konzentration um je 1°, 
verindert, denn feinere Unterschiede konnten nur auf diese Weise 
nachgewiesen werden, und auf Grund obiger Befunde war nur auf solche 
zu rechnen. Die Versuche wurden dabei auf die Weise angestellt, daB 
je 4ccm des Serums abgemessen, verdiinnt und mit entsprechender 
Menge der gesittigten (NH,),SO,-Lésung vermischt wurden. Die 
Gesamtmenge der Fliissigkeit betrug dabei 120cem. Es wurden 
gleichzeitig auch die Waschfliissigkeiten hergestellt, deren Gehalt an 
(NH,),8O, nachher refraktometrisch ermittelt wurde. Die jeweils 
ausgefallte EiweiBmenge wurde nur in je einer Serumprobe bestimmt, 
gleichzeitig jedoch auch derjenige Eiweibanteil ermittelt, der in der 
Lésung verblieben ist. Es wurde der Gesamteiweibgehalt und nachher 
die Menge des jeweils ausgefillten EiweiBes berechnet, wobei sich auch 
die Richtigkeit der einzelnen Bestimmungen beurteilen lieB. Die Mittel- 
werte der ermittelten und der berechneten ausgefallten EiweiBmengen 
haben zu den ZahlengréBen gefiihrt, die auch graphisch dargestellt 
wurden. 1 

Die Versuchsergebnisse'\ wurden in Tabelle VII angefiihrt. Der 
(NH,).SO,-Gehalt der gesaéttigten Lésung betrug 52,42°,, und die Salz- 
konzentrationen, die zur EiweiBausfallung dienten, wurden in Prozenten 
der Sattigung angegeben. Der mittlere EiweiBgehalt des Serums, der sich 
aus den jeweils ausgefallten und in der Lésung verbliebenen EiweiBanteilen 
berechnen lieB, ist nur mit einem geringen mittleren Fehler (F£) behaftet. 
Dieser betragt nimlich + 0,03 im Serum Nr. 37 und + 0,02 im Serum Nr. 38. 
Der mittlere Fehler der einzelnen Bestimmung (e) ergibt sich im ersten 
Falle zu + 0,14 und im zweiten zu + 0,10 g. Es entfallt demnach etwa 
die Halfte dieses Betrages auf die jeweils ausgefaillte EiweiBmenge, die 
in der Tabelle auch in Prozenten des GesamteiweiBgehalts angegeben wurde. 
Man findet beim Uberpriifen dieser Zahlenwerte nirgends ein Anzeichen 
dafiir, da das Ausfillen des SerumeiweiBes bei irgendeiner (NH ,)SO,- 
Konzentration géanzlich aufgehdért hatte. 

Es gestalten sich diese Verhaltnisse tibersichtlicher, sobald die 
gewonnenen Zahlenwerte graphisch dargestellt werden, wie dies Abb. 2 
veranschaulicht. Die prozentigen Sattigungsgrade des Fallungsmittels 
wurden dabei auf die Abszisse und die Mittelwerte, die sich fiir die 
jeweils ausgefallte EiweiBmenge ergeben haben, in Prozenten des Ge- 


samteiweiBgehalts auf die Ordinate aufgetragen. Der Verlauf der 
EiweiBausfaillung wurde nach den Versuchsergebnissen, die im Serum 
Nr. 37 gewonnen sind, mit ungebrochener und diejenigen, die sich 
im Serum Nr. 38 ermitteln lieben, mit punktierter Linie dargestellt. 
Es wurde auBer diesen beiden auch noch eine dritte Kurvenlinie ge- 
zeichnet, wofiir die Versuchsergebnisse aus der Veréffentlichung von 
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Mellanby (8) entnommen wurden. Diese wurden in der Abbildung mit 


Ringen bezeichnet und mit gebrochener Linie verbunden. 
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Abb. 2. 
Der Verlauf der Eiweifausfillung im Pferdeserum bei zunehmender (N H,).S0,-Sattigung. 
Lal 4/2 4 
Im unverdiinnten Serum o o- ° nach den Versuchsergebnissen von 
, . + + } ies 0 
Mellanby. Im 30fach verdiinnten Serum iN H ; Eiweifiquotient tere 


Es sollen zunachst die Versuchsergebnisse des Verfassers erértert 
werden. ,Die Ausfallung des Serumeiweifes verliuft in beiden Seren 
ganz verschieden, was sicherlich dem Umstand zugeschrieben werden 
kann, daB sich der Quotient Albumin Globulin im Serum Nr. 37. zu 
0,44 und im Serum Nr. 38 zu 1,08 ergeben hat. Die ausgefallte Eiweibmenge 
nimmt bis zur 50°,igen Sattigung im ersten Serum viel steiler zu, 
wahrend dies im zweiten Serum nur ganz allmahlich erfolgt. Man findet 
dabei nirgends die Fallungsgrenzen, die zum Trennen des Eu- und 
Pseudoglobulins angegeben werden. Es gehen beide Fraktionen ohne 
Zwischenraum ineinander iiber, wie dies bereits von Pick (9) hervor- 
gehoben ist. Erst bei der Sattigung von 46 bis 48°, ist die erste 
deutliche Abflachung in dem Verlauf der EiweiBausfillung in beiden 
Seren vorhanden. Dies weist darauf hin, daB die Konzentrations- 
zunahme von 1%, bei diesem Sattigungsgrad das Eiweif} in geringerem 
MaBe zum Ausfallen bringt als ahnliche Unterschiede bei niedrigeren 
oder héheren Konzentrationen des Fallungsmittels. Auch in diesem 
Falle hért jedoch die EiweiBausfaillung nicht ginzlich auf. Das Verhalten 
der ausgefaillten Eiwei8menge nimmt von der 48°,igen Sattigung an 
in beiden Seren einen eigenen, selbstandigen Verlauf. Es wachst dabei 
die Menge des ausgefillten EiweiBes im Serum Nr. 37 zunachst auch 
weiterhin steil an, um dann bei der 50- bis 53°,igen Sattigung wieder 
abzuflachen und nachher unter stetiger Zunahme im allgemeinen einen 
nur maBig steigenden Charakter anzunehmen. Es gestaltet sich hierbei 
die Ausfallungslinie infolge von wechselnden Erhebungen wellenformig. 


Die Eiweibmenge, die bei der 66°,igen Sattigung ermittelt wurde, 
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blieb dabei unberiicksichtigt, da hier beide EiweiBbestimmungen zu 
niedrig ausgefallen sind (Tabelle VII). Man findet demgegeniiber 
im Serum Nr. 38 nur unbedeutende Anderungen im Verlauf der Eiweil}- 
gesattigten (N H,),SO,-Lésungen 
diesbeziiglich ins Auge gefaBbt werden. Die Linie steigt auch weiterhin, 


ausfallung, wenn die héher als zu 48°, 
wennauch nur inetwas geringerem Mabe. Die erste deutliche Abflachung 
kommt zwischen der 56- und 58- und dann die zweite zwischen der 60 
und 62° igen Sattigung zur Beobachtung. Die folgenden Sattigungs- 
grade bewirken des weiteren eine rasche Zunahme der jeweils aus- 
gefillten EiweiBmenge, und die Linie nimmt demzufolge einen ebenso 
steilen Verlauf an, wie dies zwischen der 39- und 44°,igen Sattigung 
der Fall war. Der Verlauf der EiweiBausfaillung laBt in diesen beiden 
Fallen wahrlich nur zwischen den Sattigungsgraden von 46 bis 48°, 
eine gewisse Ubereinstimmung erkennen. Man findet sonst keine 
Anhaltspunkte, die in beiden Seren gleichzeitig vorhanden waren und 
zugunsten der allgemein angenommenen Fallungsgrenzen angefiihrt 
werden kénnten. Es haben sich vielmehr in beiden Fallen andere 
Sattigungen ergeben, die durch geringeren EiweiBausfall gekennzeichnet 
sind, so daB in der Tat beide untersuchten Seren als selbstandige physi- 
kalische und chemische Einheiten erscheinen miiBten. Diese Versuchs- 
ergebnisse beweisen zur Geniige, daB das SerumeiweiB, wenn auch 
nicht bei allen Sattigungsgraden im gleichen Mabe, doch auch fiir 
geringe Unterschiede in der Salzkonzentration sehr empfindlich ist. 

Die Versuchsergebnisse, die aus Mellanbys Arbeit entnommen 
wurden, verdienen im vorliegenden Falle deshalb besondere Beachtung, 
weil diese ebenfalls im Pferdeserum, jedoch ohne jegliche Verdiinnung 
desselben gewonnen worden sind. Das kristallisierte (NH,).SO, wurde 
nimlich unmittelbar dem Serum zugesetzt. Die Eiweibbestimmung 
erfolgte nachher in einem aliquoten Teil der abfiltrierten Serumfliissigkeit. 
Mellanby hatte die jeweilige Salzkonzentration, die zum Ausfillen des 
EiweiBes diente, in Aquivalentgewichtsteilen angegeben und auf Grund 
der gezeichneten Kurve die SchluBfolgerung gezogen, da die Aus- 
fallung des SerumeiweiBes nach einer Parabel verliuft. Es wurde die 
(NH,),.S80,-Konzentration im vorliegenden Falle auf Grund der An- 
gaben, die in der Mitteilung gemacht sind, in Prozente der Satti- 
gung umgerechnet und die Linie, die die Eiweifausfallung darstellt, 
durch Verbinden der mitgeteilten Versuchsergebnisse gewonnen. Die 
ausgefallte EiweiBmenge ergibt sich dabei ohne Ausnahme hoher als nach 
30facher Verdiinnung. Es laBt sich daraus entnehmen, da die eiweif- 
fillende Kraft des (NH,),SO, infolge der Verdiinnung insbesondere 
den labilen EiweiBfraktionen gegeniiber abnimmt und die geringen 
Unterschiede, die bei der Eiweibausfillung in 30facher Verdiinnung 
unterhalb der 50° igen Sattigung vorhanden sind, im unverdiinnten 
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Serum ganzlich verborgen geblieben sind. Die Abnahme der fallenden 
Wirkung ist dabei zwischen der 44- bis 48° igen Sattigung am 
deutlichsten, und es wird hierdurch eine gewisse Ubereinstimmung mit 
den Versuchsergebnissen des Verfassers vorgetauscht. Die plotzliche 
Abnahme in der ausgefallten Eiweiimenge, die sich im unverdiinnten 
Serum ergeben hat, entspricht jedoch gemiB dem Verlauf der Eiweils- 
ausfallung der 50- bis 53°,igen Sattigung bei der 30fachen Verdiinnung 

Es kann auf Grund dieser Versuche kein Zweifel mehr dariibe: 
bestehen, daB das Serumeiweif} den Konzentrationsunterschieden gegen- 
iiber keineswegs so unempfindlich ist, wie dies bisher angenommen 
wurde. So wurde das (NH,),8O, zur Trennung des Globulins und 
Albumins deshalb bevorzugt, da die Versuche von Aauder (10) ergeben 
haben, daB grobe Abstande zwischen den Fallungsgrenzen dieser Eiweils- 
fraktionen bestehen. Es hat der Verfasser diesbeziiglich Versuche in 
Pferdeseren ausgefiihrt und dabei gefunden, dab z. B. in einem Serum 
die Globulinausfallung bei 45°, iger Sattigung beendet wurde und die 
Ausfallung des Albumins erst bei 65°, iger Sattigung begonnen hat 
Der Abstand ist in der Tat recht betrachtlich! Dies beruht jedoch auf 
einer Tauschung, denn das Serumeiweifs wird auch innerhalb diese: 
Sattigungsgrenzen durch die Zunahme der (NH,).SO,-Konzentration 
ausgefallt, wie aus den letzten sechs Versuchsergebnissen in 
Tabelle [V und aus Abb. 2 hervorgeht. LaBt sich dies nach dem Ver- 
fahren von Kauder nicht nachweisen, wie dies tatsachlich der Fall ist, 
dann ist das Prinzip desselben hierzu weniger geeignet./ Die Erklarung 
hierfiir kann im folgenden gegeben werden: Es enthalte das Serum, 
das zur Untersuchung herangezogen wird, 8°, EiweifB und es sei det 
EiweiBquotient dabei gleich 1. Zur Untersuchung werden der Vor 
schrift gemaB je 2ccm des Serums abgemessen, die mit (NH,),.SO,- 
Lésung und destilliertem Wasser schlieBlich immer auf 10 ccm ergéinzt 
werden. Der Eiweibgehalt betrigt dabei 0.16g. Mehr als die Halfte 
dieses Eiweibes wird nach Halbsaittigung mit (NH,),.8O, ausfallen, 
indem die Eindickung der Lésung infolge der geringen Verdiinnung 
auch einwirkt. Es werden nachher 5ccm der Serumlésung, die vom 
Niederschlag befreit worden ist, abgemessen und mit 0,2 ccm der ge- 
sittigten (NH,),.SO,-Lésung versetzt, wodurch die Sattigung in der 
Serumlésung um 2°, erhéht wird. Die abgemessene Serumlésung 
enthalt nunmehr héchstens 0.04 g EiweiB. Betrachtet man den Verlaut 
der EiweiBausfallung in Abb. 2 nach den Versuchsergebnissen von 
Mellanby, dann ergibt sich, daB, sobald die (NH,),SO,-Sattigung von 
50 auf 52°, erhéht wird, die ausgefallte EiweibBmenge um 3°, zunimmt. 
Dies sollte demnach zum Ausfallen des EiweiBniederschlags fiihren, 
der dem Gewicht nach héchstens 1 mg betragt. Ist diese Menge der 
Beobachtung mit freiem Auge zugangig und mit (NH,).SO, ausfillbar 7 
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Es laBt sich diesbeziiglich aus jener Mitteilung folgendes anwenden: 
,Ist aus der Lésung durch Salzzusatz das Eiweif bis auf Spuren aus- 
gefallt, dann gelingt es nur schwer, diese Spuren im Filtrat durch 
weitere Salzzufuhr zu entdecken.*‘ Die Erhéhung der Konzentration 
um 1°, kann demnach nur dann die erwiinschte Wirkung ausiiben, 
sobald diejenigen Fallungsgrenzen erreicht werden, wobei die Aus- 
fallung des Albumins rascher erfolgt. Die Sattigung, die hierfiir erforder- 
lich ist, betragt etwa 62 bis 66°, und stimmt demnach angenihert 
mit derjenigen iiberein, die von Kauder fiir den Beginn der Albumin 
ausfillung angegeben worden ist. 


Zusammenfassung. 

1. Es entstehen zwei Phasen bei der Ausfaillung des SerumeiweiBes 
durch (NH,),SO,, und zwar der Niederschlag, der armer an Salz, und 
die Flissigkeit, die daran reicher ist. 

2. Die Ausfaillung des EiweiBes wird von einer Volumenkontraktion 
begleitet, die aller Wahrscheinlichkeit nach von derselben GréBen- 
ordnung ist, wie beim Vermischen der (NH,),8O,-Lésung mit destil- 
liertem Wasser. 

3. Die Anderung in der (NH,),.SO,-Konzentration, die nach dem 
Aussalzen des EiweiBes in der Serumfliissigkeit entsteht, ist durch 
eine Wasserverschiebung bedingt. Sobald die EiweiBmenge von 1 g 
ausgefallt wurde, nimmt die Salzkonzentration in der Serumfliissigkeit 
in dem Mabe zu, wie wenn 1,05ccm destillierten Wassers aus der 
Lésung ausgetreten ware. Diese Wassermenge scheint von der aus- 
gefallten EiweiBfraktion gainzlich unabhangig zu sein. Die Versuchs- 
ergebnisse wurden bei zweifacher Serumverdiinnung gewonnen. Ist 
jedoch die ausgefallte EiweiBmenge im Vergleich zum Volumen der 
Flissigkeit sehr gering, dann kann die Eindickung nicht mehr nach- 
gewiesen werden. 

4. Es iiben sowohl die Verdiinnung des Serums als auch die 
maBigen Anderungen in der (NH,),.SO,-Konzentration einen EinfluB 
auf die jeweils ausgefallte EiweiBmenge aus. 

5. Die Menge des Eu- und des Pseudoglobulins wird dabei be- 
sonders stark verandert. 

6. Man erhalt abnehmende Zahlenwerte fiir die Menge des Gesamt- 
globulins, wenn die Bestimmungen bei verschiedenen Serum- 


verdiinnungen ausgefiihrt werden. 

7. Die Wirkung der (NH,),8O,-Konzentration auf die ausgefallte 
EiweiBmenge wurde bei 30facher Verdiinnung an zwei Pferdeseren 
gepriift. In beiden Serenfindet maneine deutliche Abflachung in dem Ver- 
lauf der EiweiBausfallung bei der (NH,).8O,-Sattigung von 46 bis 48°. 
Das Verhalten der jeweils ausgefallten EiweiBmenge nimmt von diesem 
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Sattigungsgrad an in beiden Seren einen eigenen, selbstandigen Verlauf, 
der kennzeichnend fiir den einzelnen Fall erscheint. Die EiweiBausfallung 
hért dabei nirgends ginzlich auf. Es sind nur Unterschiede in den 


EKiweiBmengen vorhanden, die durch die zunehmende Sittigung des 
(NH,),50O, jeweils ausgefallt werden. 

8. Es wurde auf Grund dieser Versuchsergebnisse eine Erklarung 
dafiir gegeben, weshalb sich so groBe Abstande zwischen den Fallungs- 
grenzen des Globulins und Albumins ergeben, falls man bei der Be- 
stimmung nach einer alteren Methode vorgeht. 
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Uber die Vorginge bei der Phosphorylierung von Zucker durch 


Hefe, inshesondere iiber die Verinderungen wihrend der Periode 


der totalen Phosphorylierung. 


Von 
Stig Veibel’. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 6. Juli 1931.) 
_ Mit 1 Abbildung im Text. 


Genauer kennen wir jetzt vier verschiedene Kohlenhydrat-phosphor- 
siure-ester?, die durch Phosphorylierung von Zucker mit Hilfe von 
Hefe entstehen: das Hexose-di-phosphat (am-Fructose-l, 6-di-phosphor- 
saure), die Fructose-6-mono-phosphorsaure (Neuberg-ester), den Glucose- 
; 6-mono-phosphorsaure-ester (Robison-ester) sowie die Trehalose-mono 
phosphorsaure. Die Methoden zur Gewinnung der genannten Sub- 
stanzen sind in praxi verschieden. Der Di-phosphorsiure-ester wird 
mit frischer untergiriger Hefe in Gegenwart von antiseptischen Mitteln 
dargestellt, der Glucose-mono-phosphorsaure-ester am besten mittels 
Hefenmazerationssaft, der Trehalose-mono-phosphorsiure-ester mit 
PreBsaft, Zymin oder mit Trockenhefe. Der Fructose-6-phosphorsiure- 
ester ist zuerst von C. Neuberg durch rein chemischen Abbau_ dei 
Fructose-1, 6-di-phosphorsdure bereitet, namlich durch Eliminierung der 
in Stellung 1 befindlichen Phosphorsiure-gruppe, und er geht, wie 
C. Neuberg und J. Leibowitz spiter fanden, auch auf biochemischem Wege 
aus dem Fructose-di-phosphat sowie aus der Glucose-6-phosphorsaure 
hervor, bzw. begleitet diese. Man hat Anhaltspunkte dafiir, dal 
einzelne der genannten vier Phosphorsaure-verbindungen nebeneinandet 
auftreten kénnen, wenn man z. B. Hefen-praparate, wie Mazerations- 
saft oder Hefensaft liefernde Zubereitungen (Trockenhefe oder Zymin), 
verwendet. 


1 Fellow of the Rockefeller Foundation. 

? Die Literatur bis zum Jahre 1928 findet man bei C. Newberg u 
M. Kobel, Oppenheimer-Pincussen, Methodik der Fermente, 1929, S. 406 
u. 1183. 
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Es liegt meines Wissens keine Untersuchung dariiber vor, 0b bzw. 
in welchem Umfange unter den Bedingungen, unter denen vornehmlich 


Hexose-di-phosphat hervorgebracht: wird d.h. bei Benutzung von 
frischer Hefe in Gegenwart von Toluol —, auch die drei anderen Zucker- 


phosphorsdure-ester erzeugt werden konnen. Namentlich aber wei man 
so gut wie nichts tiber etwaige Umwandlungen, die wahrend der Period: 
der totalen Phosphorylierung erfolgen. Man war friiher auf Grund der 
Arbeiten von A. Harden und W.J. Young geneigt, stillschweigend 
anzunehmen, daB in diesem Intervall Hexose-di-phosphat zugegen sei, 
wenigstens bei Vornahme der Phosphorylierung mit frischer Hefe und 
Toluol. Wenig sind wir iiber die Vorgdnge orientiert, die sich bis zur 
Erreichung der kompletten Entionisierung zugefiigten Phosphats ab- 
spielen, d. h. in bezug auf die Frage, ob in dieser Spanne die simt- 
lichen Phosphorsadure-ester oder nur bestimmte nachweisbar sind. 

Sehr unvollstandig sind auch die Geschehnisse bei der enzymatischen 
De-phosphorylierung untersucht. Hierunter sei der Verlauf der bio- 
chemischen Reaktion verstanden, die nach Uberschreitung der maximalen 
Phosphorylierung im Gargut ablauft. Die englischen Autoren waren 
der Ansicht, daB bei der Garung Hexose-di-phosphorséiure unter Ab- 
spaltung zweier Molekiile Phosphorsaure freien Zucker liefert. ;Da die 
wahrend des enzymatischen Prozesses auftretende und nicht in Sub- 
stanz abgeschiedene Hexose-di-phosphorsdure médglicherweise eine 
andere und labilere Konstitution aufweist als die im festen Zustand 
isolierte Verbindung, so kénnten dabei andere Umsetgungen erfolgen, 
als sie von Neuberg und Leibowitz fiir den fermentativen Abbau zu- 
gefiigter stabiler Hexose-di-phosphor-siure festgestellt sind. 

Alle diese Punkte haben eine Bedeutung fiir die Erkenntnis des 
Phosphorylierungs-aktes und damit der Garungsprozesse tiberhaupt. 

Nach den bisherigen Erfahrungen diirften sich von den eigentlichen 
Zymo-hexosen die Glucose und die Fructose bei der Phosphorylierung 
durch Hefe angenahert gleich verhalten. Bei der Mannose und Galaktose 
waltenaber bereits andere Beziehungen ob. Unter denBedingungen, die 
bei Glucose oder Fructose vorwiegend die Bildung von Hexose-di-phosphat 
zur Folge haben, liefert die Mannose nach J. St. Newberg und Cl. Osten- 
dor{} im wesentlichen Mono-phosphorsaure-ester. A. Harden und R. V. 
Norris? haben mitgeteilt, daB an Galaktose gewéhnte Hefe einen Preb- 
saft ergibt, mit dem der genannte Zucker phosphoryliert werden kann: 
iiber die Natur des Esters selber haben sie nichts angegeben. R.Nilsson® 
hat dann gefunden, dab neben typischem Fructose-1, 6-di-phosphat ein 


1 7. St. Neuberg u. Cl. Ostendorf, diese Zeitschr. 221, 154, 1930. 
2 A. Harden u. R. V. Norris, Chem. Centralbl. 1910, TT. 1490. 
3 R. Nilsson, ehendaselbst 1929, IT, 2572; 1930. T, 3320. 
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mit keinem bekannten Mono-phosphat identischer Hexose-mono- 
phosphorsaure-ester erscheint, wahrend M. Schoen und_ E. Elion! 
iiberhaupt keine Phosphorylierung der Galaktose unter den Umstanden 
erzielt haben, bei denen man fiir die drei anderen girfihigen Zucker 
Phosphatbindung konstatiert. 

Um eine feinere Analyse dieser auberordentlich verwickelten Ver- 
haltnisse anzubahnen, war es notwendig, den Versuchspian zunachst 
moglichst einfach zu gestalten; deshalb habe ich mich auf eine genauere 
Verfolgung der biochemischen Phosphorylierung von Glucose be- 
schrankt. In der Absicht, den natiirlichen Bedingungen nahe zu kommen 
— eine Erreichung derselben ist bekanntlich nicht méglich, da die 
Phosphatbindung erst bei Verwendung bedeutender Mengen Hefe und 
bei reichlicher Zugabe von Phosphaten sowie bei Begiinstigung der 
Phosphatese durch narkotische Stoffe manifest wird —, habe ich mit 
_frischer untergiriger Hefe gearbeitet und Toluol als Zusatzmittel 
benutzt. 

Zunachst war festzustellen, wie sich unter diesen Umstanden das 
Verhaltnis zwischen Mono- und Di-phosphat mit der Digestionsdauer 
anderte. Weiter habe ich von dem in verschiedenen Stadien des Pro- 
zesses gebildeten Mono-phosphat solche Quantitaéten in Substanz dar- 
gestellt, daB es méglich war, zu entscheiden, ob die Mono-phosphat- 
fraktion wihrend des ganzen Garprozesses die gleiche Zusammen- 
setzung hat, oder ob diese zu verschiedenen Zeiten Anderungen erfahrt. 

Die Ergebnisse waren folgende: 

1. Tabelle I und Abb. 1 zeigen, wie die Mengen von anorganischem 
Phosphat, Mono-phosphat und Di-phosphat mit der Giarzeit variieren. 
Das Verhaltnis Di- zu Mono-phosphat war anfangs kleiner als 1, er- 
reichte aber nach etwa 2 Stunden den Wert 1 und nach etwa 4 Stunden 
den Héchstwert 1,5. Dieser Zeitpunkt fiel mit der Erreichung der 
maximalen Phosphat-bindung zusammen. 

In den nachsten 10 Stunden sank dann das Verhaltnis Di- zu Mono- 
phosphat, und zwar aus zwei Griinden: Erstens nahm die Menge des 
Di-phosphats ab, und zweitens wuchs die Quantitaét des Mono phosphats. 
Nach etwa 8 Stunden fing die Abspaltung von anorganischem Phosphat 
an, merkbar zu werden; das Verhaltnis Di- zu Mono-phosphat hatte 
dann wieder den Wert 1 angenommen. Nach 14 Stunden war der 
Maximalwert fiir das Mono-phosphat erreicht, wihrend das Verhaltnis 
Di- zu Mono-phosphat auf den Wert 0,5 bis 0,7 zuriickgegangen war. 
Dieser Quotient blieb waihrend des weiteren Verlaufs konstant, ein 
Zeichen dafiir, daB jetzt sowohl Mono- als Di-phosphat de-phosphoryliert 


1 M. Schoen u. E. Elion, Chem. Centralbl. 1928, I, 2951. 





Wt 
Ph 


wa 


St 
Ph 
ph 


ab 
die 











Vorgiainge bei der Phosphorylierung. 353 


wurden. Nach 32 Stunden waren etwa 50°, des angewandt gewesenen 
Phosphats wieder mineralisiert; das Verhaltnis Di- zu Mono-phosphat 
war 0,5. 

2. Die gebildeten Mono-phosphate wurden in drei verschiedenen 
Stadien der Girung isoliert: Nach 4 Stunden (zurzeit der vollstindigen 
Phosphorylierung), nach 8 Stunden (zurzeit der beginnenden De- 
phosphorylierung) sowie nach 32 Stunden (zurzeit der halftigen 
De-phosphorylierung). Die Mono-phosphate wurden als Bariumsalze 
abgeschieden. Schon das Drehungsvermégen und der Bariumgehalt 
dieser Salze lehrte, daB verschiedene Mono-phosphate entstanden 
waren: 





Nach: 4 Std. 8 Std. 32 Std 
oo’, “a 33,45 30,38 29,09 
Se ae + 12,0° + 36,2° + 58,0° 


Die hohen Drehwerte nach 8 und nach 32 Stunden wiesen darauf 
hin, daB Gemische von Hexose-mono-phosphat und Trehalose-mono- 
phosphat vorlagen. In der Tat gelang es leicht, aus den beiden Mono- 
phosphat-gemischen analysenreines Trehalose-mono-phosphat zu_ iso- 
lieren. Dieses Resultat ist bemerkenswert, weil bisher mit frischer 
untergariger Bierhefe der Trehalose-ester noch nicht erhalten worden ist}. 
AuBerdem offenbaren sich auch Unterschiede in der Wirkungsweise 
der von den englischen Forschern verwendeten Hefen-prdparate und 
der von frischer Hefe hinsichtlich Bildung und Wiederabbau des Tre- 
halose-esters. R. Robison und W.T.J.Morgan* haben naimlich an- 
gegeben, daB der Trehalose-ester im Anfang der Girung auftritt und 
nach 19 Stunden wieder verschwindet. In meinen Versuchen war 
nach 4Stunden Trehalose-ester nicht mit Sicherheit nachweisbar. 
Nach 8 Stunden waren aber ziemlich reichliche Mengen vom Trehalose- 
phosphat vorhanden, und die Menge des Esters nahm unverkennbar 
bis zur 32. Stunde zu. 

Mit der Zeit anderte sich ebenfalls die Natur des Hexose-mono- 
phosphat-anteils der Mono-phosphat-fraktion. Nach 4 Stunden bestand 
die ganze Mono-phosphat-fraktion iiberwiegend aus Robison-Ester. 
(Vergl. hierzu 8. 366, Anm.1.) Nach 8 Stunden war aber an seine 
Stelle zum gréBten Teile der Neuberg-Ester getreten, [x]p des Ba-Salzes 


2 Anmerkung bei der Korrektur: Die zuerst von E. M. und F.C. 
Koch (Chem. Centralbl. 1925, IT, 1455) aus Backerhefe isolierte Trehalose 
sollte nach einer kiirzlich von G. Tamret (Bull. Soc. chim. biol. 18, 598, 1931) 
gemachten Angabe nur mit Oberhefe entstehen. 

2 R. Robison u. W.T7.J. Morgan, Biochem. Journ. 24, 119, 1930. 
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+ 2,96°, und nach 32Stunden war der Drehwert weiter gesunken, [~}), 
des Ba-Salzes = + 2,40°. Dabei ist in Betracht zu ziehen, daB sich 
wahrend der Reinigung der Mono-phosphate das Verhaltnis zwischen 
Neuberg- und Robison-Ester vielleicht etwas andert; die Reinigung 
wurde namlich iiber die Brucinsalze vorgenommen; das Brucinsalz des 
Neuberg-Esters scheint leichter léslich zu sein als das des Robison- Esters, 
so dab mit der Mutterlauge etwas Neuwberg-Ester verloren gehen kann 
Speziell diirfte dieses bei dem 4-Stunden-Versuch in Betracht kommen. 

Die wahrscheinlichste Zusammensetzung der Mono-phosphat- 


fraktion (s. hierzu 8. 367) ist, nach den Drehwerten und den Ba-be- 
<timmungen berechnet : 





Vorhanden nach: 4 Std. 8 Std. 32 Std. 
{ 0 0 0 0 P 
Trehalose-ester ........6. 5 35 45 
I Biles eg Seo od a) ag 95 16 i] 
pO ee a _— 49 46 


Hiernach findet man fiir die verschiedenen Bindungsarten det 
Phosphorsiure die folgenden Werte: 





Vorhanden nach :1 4 Std. 8 Std. 32 Std. 

0 0 0 0 0), 
ki ae ging, ah we) 11.0 12,5 47,8 
Trehalose-ester-P . . . ...... 1,1 10.0 11,6 
Robison-Ester-P ......¢.. 20,9 4.5 2.3 
Neuberg-Ester-P ......... 14,0 11,9 
Pree Ne wk 67,0 59,0 26,4 


* Reste nicht veresterten Phosphats, enzymatisch und durch unspezifische Spaltung er- 
zeugtes Phosphat. 


Es erhebt sich nun die Frage, wie nach diesen Ergebnissen die 
verschiedenen Anschauungen tiber die Bedeutung der Phosphorsiure- 
ester fiir den Abbau des Zuckermolekiils zu beurteilen sind. Diese 
Anschauungen gehen, wie bekannt, etwas auseinander. 


Die urspriingliche Harden-Youngsche Ansicht! war die, daB von 
2 Molekiilen Zucker das eine vergoren, das andere zweifach phosphoryliert 
wird; vom Mono-phosphat war damals noch nicht die Rede. Als spiter 
R. Robison? bei der enzymatischen Phosphorylierung den Glucose-mono- 
ester gewann, ist erwogen worden, ob dieser Ester ein Intermediir- 
gebilde und vielleicht eine obligate Durchgangsstufe fiir die Bildung des 


' Siehe z. B. A. Harden, Alcoholic Fermentation. 3. ed. p. 54. London 
1923. 


9 


2 R. Robison, Biochem. Journ. 16, 809, 1922. 
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Di-phosphats ist, oder ob in ihm ein Abbauprodukt der Hexose-di- 
phosphorsaure, also ein Zwischenglied bei der De-phosphorylierung, 
vorliegt. 

Neuberg und Leibowitz! haben dargetan, daB Hexose-di-phosphor- 
saure mittels Taka-phosphatase partiell de-phosphoryliert wird, und 
zwar entsteht reichlich Neuberg-Ester; bei der mit De-phosphorylierung 
verbundenen Einwirkung von Hefe*? wird ein Gemisch von Neuberg- 
und Robison-Ester gebildet. Dieselben Autoren konnten zeigen!, dab 
Fructose-2, 6-di-phosphorséure aus Glucose-6-phosphorsaure-ester mit- 
tels Hefe aufgebaut werden kann. Somit waren also mindestens fiir 
den Glucose-6-phosphorsaure-ester die beiden oben erwahnten Méglich- 
keiten durch das Experiment als realisierbar erwiesen. 

Eine andere Frage ist es, ob die Reaktionsgeschwindigkeit der 
Vergirung des Glucose-esters groB genug ist, daB er als Zwischen- 
produkt gelten kann. H.v. Euler und K. Myrbdck*® haben das ge- 
wohnliche, nicht bis zur absoluten Reinheit fraktionierte Produkt 
gepriift: das Trockenpraparat einer schwedischen Unterhefe vergor 
diesen Robison-Ester und die Glucose mit der selben Geschwindigkeit. 
Neuberg und Kobel* fanden dagegen, daB mit deutscher Trockenhefe 
das gleiche Ergebnis erhalten wurde, wie friiher mit frischer Hefe, 
d. h. der Robison-Ester ahnlicher Quaiitét vergor langsamer als 
Traubenzucker, und zwar ‘waren die Garkurven in den beiden Faller 
recht verschieden. Die aufgeworfenen Fragen wiirden aber ihre Be- 
deutung verlieren, wenn man mit Kluyver und Struyk sowie Meyerhoj 
und Lohmann (s. unten) annimmt, daB nicht der Glucose-6-phosphor- 
siure-ester als solcher, sondern eine labile Vorstufe, die sich unter 
Umstanden zum Glucose-ester stabilisieren kann, das Zwischenprodukt 
der Garung ist. 

H. v. Euler und K. Myrbdck*® haben die Vermutung ausgesprochen, 
daB zuerst Hexose-mono-phosphat entsteht. Zwei Molekiile desselben 
sollen dann durch eine Disproportionierung in je zwei C,-Komplexe, 
zwei energiereichere und zwei energiedrmere, zerfallen; die beiden 
phosphorhaltigen Stiicke wiirden sich dann zu einem Molekiil Hexose- 
di-phosphorsaure kondensieren, waihrend die beiden phosphorfreien der 
weiteren Vergirung anheimfallen. Falls der Mono-phosphorsaure-ester 
das obligate Zwischenprodukt bei der Vergirung ist, wiirde nur die 
Halfte der Zuckermolekiile das Di-phosphat-stadium durchlaufen. 


1 CO. Neuberg u. J. Leibowitz*®, diese Zeitschr. 187, 481, 1927. 

2 Dieselben, ebendaselbst 191, 450, 1927. 

3 H.v. Euler u. K. Myrbdck, Ann. 464, 56, 1928. 

4 OC. Neuberg u. M. Kobel, ebendaselbst 465, 272, 1928. 

5 H.v. Euler u. K. Myrbdck, H. 181, 1, 1929 und a. a. O.; vgl. auch 
Svensk. Kem. Tidskr. 36, 295, 1924. 
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A.J. Kluyver und A. P. Struyk! sowie O. Meyerhof und K. Loh- 
mann* hatten ahnliche Anschauungen gehegt. Letztere meinen, dal 
ein Hexose-mono-phosphorsaure-ester, als dessen Stabilisierungsprodukt 
der faBbare Glucose-ester anzusehen ware, zuerst erzeugt wird. Zwei 
Molekiile sollen darauf derart miteinander reagieren, da} der Phosphor- 
sdure-rest von einem Molekiil auf das andere Molekiil iiberspringt. 
Das phosphorhaltige Molekiil stabilisiert sich dann zu Hexose-di- 
phosphorsaure-ester, und das phosphorfreie Molekiil wiirde dem weiteren 
enzymatischen Abbau zugiinglich (Zerfall in zwei C,-Komplexe usw.). 
Auch nach dieser Auffassung wiirde die Mono-phosphat-stufe von 
allen Zuckermolekiilen durchlaufen, die Di-phosphat-stufe allein von 
der Halfte. Der Robison-Ester wire nicht das obligate Zwischenprodukt, 
sondern er entstande nur, wenn das eigentliche Zwischenprodukt sich 
aus irgendeinem Grunde auf dem Mono-phosphat-stadium stabilisiert. 

Gemeinsam ist den verschiedenen Anschauungen, daB der Robison- 
Ester sich von dem zugefiigten Kohlenhydrat ableitet. Im Gegensatz 
hierzu schloB R. Nilsson (a.a.O.), daB der Robison-Ester kein Ab- 
kémmling der zugegebenen Hexose ist, sondern ein Phosphorylierungs- 
produkt von Reservekohlenhydraten der Hefe. Er begriindet diese 
Behauptung damit, daB mit Trockenhefe allein ebensoviel Hexose- 
mono-phosphat entsteht, wie mit Zuckerzusatz, wenn man mit Hilfe 
von Natriumfluorid die Weiterumwandlung der Hexose-mono-phosphor- 
siure verhindert. 

Die Bedeutung des Trehalose-esters ist bisher in der Literatur nicht 
eingehender diskutiert worden. 

Priift man die eben erwahnten Hypothesen auf ihre Fahigkeit, 
die hier beschriebenen Versuchsergebnisse zu erkliren, dann erlangt 
das Verhaltnis Di-phosphat- zu  Mono-phosphat eine wesentliche 
Bedeutung. Liegt das Mono-phosphat-stadium auf einer unerliBlichen 
Zwischenstufe fiir die Bildung von Di-phosphat, so muB man erwarten, 
daB das Verhaltnis Di- zu Mono-ester anfangs einen kleinen Wert hat. 
So lange freies Phosphat und freier Zucker zugegen sind, wird immer 
Mono-phosphat neu gebildet, so daB es von dem Verhaltnis zwischen 
den Geschwindigkeitskonstanten fiir die Entstehung von Mono-phosphat, 
fiir die Umbildung von Mono-phosphat zu Di-phosphat und fiir die 
De-phosphorylierung von Di-phosphat abhaingt, wie sich der Quotient 
Di- zu Mono-phosphat mit der Zeit andert. Da die beiden Phos- 
phorylierungsreaktionen — abgesehen von der Bildung des Di-saccharid- 
phosphats — scheinbar mit ungefahr derselben Geschwindigkeit, jeden- 


A.J. Kluyver u. A. P. Struyk, Chem. Centralbl. 1926, II, 443: 
Naturw. 14, 882, 1926; Chem. Centralbl. 1928, I, 367; 1929, I, 1953; vgl. 
auch A. L. Raymond, ebendaselbst 1926, I, 2013. 

2 O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 113, 1927. 
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falls viel schneller als die De-phosphorylierung, ablaufen, so wird 
das Verhaltnis Di- zu Mono-phosphat mit der Zeit zunehmen. 

Wenn alles Phosphat gebunden, Zucker aber, wie hier, noch im 
UberschuB vorhanden ist, wird die Produktion von Mono-phosphat 
von da an verlangsamt sein; denn nur das durch De-phosphorylierung 
frei gemachte Phosphat ist dann noch zur Mono-phosphat-erzeugung 
zur Verfiigung. Die Di-phosphat-bildung schreitet fort, indem erstens 
das schon vorhandene, zweitens das langsam neu auftretende Mono- 
phosphat zur Disposition steht. Der letztere Anteil wird einigermaben 
dem durch De-phosphorylierung verschwindenden Anteil entsprechen, 
und das Gesamtresultat wird also eine ziemlich starke Steigerung des 
Verhaltnisses von Di- zu Mono-phosphat sein. 

WennschlieBlich aller Zucker verestert ist, hingen die weiteren Reak- 
tionen von den durch De-phosphorylierung frei gemachten Phosphat- und 
Zucker-mengenab. Da die De-phosphorylierung — mit den beiden Phos- 
phorylierungs-reaktionen verglichen — langsam ist, so kann man keine 
groBe Anderung des Verhaltnisses wahrend dieser Periode erwarten 

Ob man bei diesen Uberlegungen das Mono-phosphat als solches 
als Zwischenprodukt ansieht, oder ob man dasselbe als ein Stabili- { 
sierungsprodukt des eigentlichen Zwischengliedes betrachtet, kommt 
auf dasselbe heraus, da die Menge eines solchen Stabilisierungs- 
produktes ,in einem konstanten Verhalthis zur Menge des eigentlichen 
intermediaren Produktes stehen muB. 

Bei dieser Priifung sind nicht die direkt gefundenen Zahlen fiir das 
Verhaltnis Di- zu Mono-phosphat in Rechnung zu ziehen. Denn die 
Mono-phosphat-fraktion umfaBt Trehalose-mono-phosphat nebst Neuw- 
berg-Ester und Robison-Ester. Von diesen drei Estern kann der Tre- 1 
halose-ester als zirkulierendes Zwischenprodukt zuniachst ausgeschieden 
werden. Der Neuberg-Ester ist als Abbaustufe des Di-phosphats nach- 
gewiesen; er kommt wohl fiir den Wiederaufbau wie fiir den Abbau 
in Betracht ; denn man wird annehmen, daB die partielle De-phosphory- 
lierung der Fructose-2, 6-di-phosphorsiure primar zum _ Fructose-6- 
phosphat und durch dessen Umlagerung sekundar zum Glucose-6- 





phosphat fiihrt. Der von Neuberg und Leibowitz auch unter den Ab- 
bauprodukten des Di-phosphats gefundene Robison-Ester ware eher 
ein Umlagerungsprodukt? als ein direktes Abbauprodukt. Das Ver- 
haltnis Di- zu Robison-Ester, welches untersucht wurde (s. 8S. 361, 
362, 369, 371 und 373), wird durch folgende Zahlen ausgedriickt : 





Nach: 4 Std. 8 Std. 32 Std. 
1,6 6,6 5,7 


1 Vgl. hierzu C.Neuberg u. J. Leibowitz sowie J. St. Newberg u. 
Cl. Ostendorf (a. a. O.). 


24* 
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Diese Werte sind mit den oben entwickelten Uberlegungen ver- 
einbar. Der ,,4 Stunden-Wert* entspricht dem Anfang der maximalen 
Phosphatbindung, er liegt also auf dem Endpunkt der Periode lang- 
samer Steigerung. Nach ,,8 Stunden‘‘ beginnt das Wiederauftreten 
freien Phosphats, was wohl einigermaBen mit vollstandiger Zucker- 
bindung zusammenfallt. Wiahrend dieser Periode sollte das Verhaltnis 
stark zunehmen, wie es auch der Fall ist. Danach sollte der Quotient 
konstant bleiben, und auch die Werte fiir 8 und fiir 32 Stunden 
kénnen wohl innerhalb der hier erreichbaren Genauigkeit als stetig 
gelten. Bei den Versuchen im groBen MaBstab und beim Arbeiten 
mit frischer Hefe habe ich nach dem Gesagten viel gleichmaBigere 
Resultate erzielt, als sie Kluyver und Mitarbeiter (a.a.O.), 2. Boyland! 
sowie A. Harden und F. R. Henley? mit Hefe-zubereitungen zu_ver- 
zeichnen vermochten. 


Uber die Bildungsweise des Trehalose-mono-phosphorsiure-esters 
1aBt sich diesen Versuchen nichts entnehmen. Man muB sich mit der 
Feststellung begniigen, daB der Trehalose-ester ein normales Produkt 
der Phosphorylierung ist, da er sowohl mit frischer Unterhefe als mit 
abgetéteten Hefepraparaten nachgewiesenermaBen erzeugt wird. Der 
Vorgang erscheint bedeutungsvoll, weil hier ein wohl definiertes und 
kristallisiertes héher molekulares Kohlenhydrat synthetisch aufgebaut 


wird. 


Einige analytische Einzelheiten sind auch zu verzeichnen. Die 
Analysen der Bariumsalze der verschiedenen Mono-phosphate deuteten 
darauf hin, daB die Bariumsalze selbst nach dem Trocknen im Hoch- 
vakuum iiber P,O; bei 56° nicht wasserfrei waren. Der Wassergehalt 
betrug fiir die Hexose-mono-phosphate 1/, Mol H,0, fiir das trehalose- 
mono-phosphorsaure Barium 2 Mol H,O*. 


Fiir das trehalose-mono-phosphorsaure Brucin haben Robison und 
Morgan® mitgeteilt, daB es mit 9 Mol H,0 kristallisiert, die iiber P,O, 
bei 100° und 15 mm entwichen. Ich habe gefunden, daB iiber P,O; im 
Hochvakuum bei 100° nur 7H,O abgegeben wurden, und daB die 
Analyse des getrockneten Salzes dann auf das wasserfreie Alkaloid- 
salz paBt. 


1 BE. Boyland, Chem. Centralbl. 1929, IT, 2058. Dieser Autor gab an, 
da8 zunachst und in der Hauptsache Hexose-di-phosphat entstand: 
erst dann soll Mono-phosphat und zwar iiberwiegend Trehalose-ester 
auftreten. 

2 4. Harden u. F. R. Henley, Chem. Centralbl. 1929, II, 2059. 

* Robison u. Morgan fanden (l.c.), daB der Wassergehalt des bei 
100° und 15mm getrockneten Ba-Salzes zwischen 0 und 1 Mol lag. 

3 R. Robison u. W. T. J. Morgan, Biochem. Journ. 22, 1277, 1928. 
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Beschreibung der Versuche, 


A. Feststellung des Verhdltnisses von Di-phosphat zu Mono-phosphat und 
dessen Wechsel mit der Digestionsdauer. 


Alle Versuche wurden in der folgenden Weise ausgefiihrt : 

40 g Glucose, 
8,3 ¢ NaH,PO,, 2H,O und 
2,.2¢g NaHCO, 

wurden in 200 ccm Leitungswasser von 40° gelést, dann wurden 
60 g frische Patzenhofer Unterhefe 

hinzugefiigt und die Mischungen mit 
20 cem Toluol 


versetzt, gut durchgeschittelt und in den Brutschrank (37°)  gestellt. 
Kohlendioxyd-entwicklung trat schnell ein. Nach den gewiinschten Zeiten 
wurden die enzymatischen Vorginge durch Zugabe von 25 ccm 20°/iger 
Trichloressigsiurelésung unterbrochen; nach 30 Minuten wurde filtriert. 
100 cem des klaren Filtrats wurden mit kalt gesaittigtem Barytwasser 
gegen Phenolphthalein neutralisiert (Verbrauch zwischen 75 und 90 ccm) ; ein 
etwaiger Uberschu8 von Baryt wurde sofort mit Kohlendioxyd beseitigt, 
dann wurden 20 cem 25 °/,iger Bariumacetatlésung! nebst 20 cem Alkohol 
zugesetzt. Die Mischung blieb darauf zur vollstandigen Ausfallung des 
Diphosphats tiber Nacht stehen. Am nachsten Tage wurde zentrifugiert. 


Im Zentrifugat wie im Niederschlag wurde der Total-phosphor und der 
anorganische Phosphor bestimmt. 


{ 


Ein Fiinftel des Zentrifugats wurde mit Natriumsulfatlésung umgesetzt, 
auf 50 ccm aufgefillt, mit etwas Fullererde geklart und filtriert. In einem 
aliquoten Teil des Filtrats wurde nunmehr der anorganische Phosphor kolori- 
metrisch ermittelt. 

Zur Bestimmung des Total-Phosphors wurden 1 bis 2 cem des Filtrats 
mit HNO, + H,O, (nach Mandel und Neuberg?) verascht und auf 50 ccm 
aufgefiillt; 10 cem dienten zur Kolorimetrie. 

Der Niederschlag wurde im Vakuumexsikkator iiber Calciumchlorid 
getrocknet, gewogen und gleichmaBig in einer Reibschale verrieben. Ein 
Zehntel des Niederschlags wurde in 25cem 5°,iger Trichloressigséure 
gelést, mit Natriumsulfat umgesetzt, auf 100 cem gebracht und filtriert. 

Das anorganische Phosphat wurde in 1 cem des Filtrats kolorimetrisch 
bestimmt. 

Zur Analyse des Total-phosphors wurden 5cem verascht und auf 
50 cem gebracht; 1 bis 5cem wurden kolorimetriert. 


Als Beispiel sei ein Versuch vollstindig beschrieben, in dem die 
Verhaltnisse der Anfangsperiode gepriift wurden. Dauer hier 3 Stunden. 


1 Vgl. hierzu R. Robison, Biochem. Journ. 16, 809, 1922; 22, 1277, 1928. 
2 J. A. Mandel u. C. Neuberg, diese Zeitschr, 71, 196, 1915. 











360 St. Veibel: 


Totalvolumen 285 ccm. 


100 ccm Filtrat wurden mit 77cem Barytwasser neutralisiert, mit 
20 cem 25° ,iger Bariumacetatl6sung und 20cem Alkohol versetzt. 


Am niachsten Tage wurde zentrifugiert. Erhalten wurden 173 ccm 
Zentrifugat und 9,91 g Niederschlag. 


Zentrifugat (Mono-phosphat). 


34,6cem wurden mit 10ccm 10°,igem Na,SO, versetzt und auf 
50 cem gebracht, mit Fullererde geklart und filtriert. 


Total-P: 2 ccm verascht, auf 50 ccm gebracht. 10 ccm kolorimetriert. 
Gehalt, auf den ganzen Ansatz berechnet!, 341 mg P. 


Anorganischer P: 12ccem kolorimetriert. Der ganze Ansatz enthielt 
7mg P. 


Mono-phosphat-P = Total-P — anorganischem P 334 mg. 


Niederschlag 
(Di-phosphat + freies Phosphat). 


0,99 g wurden in 25ccm 5° iger Trichloressigséure gelést, mit 10 cem 
10%igem Na,SO, versetzt, mit Wasser auf 100cem gebracht und 
filtriert. ‘ 


Total-P: 5cem verascht, auf 50 cem gebracht. 3 ccm kolorimetriert. 
Im ganzen Ansaiz waren 1316 mg P. 


Anorganischer P: 1 ccm kolorimetriert. Der gesamte Ansatz enthielt 
476mg P. 


Di-phosphat-P = Total-P — anorganischem P = 840 mg. 
Die P-Bilanz ist also: 


Anorganischer P: 7 + 476 = 483 mg 29,1%, 


Mono-phosphat-P : 334 .,, 20,2 %; 
Di-phosphat -P: 840 ., = 50,7%. 


Wenn man die Ziffern fiir Mono-phosphat-P durch 31, die Ziffern 
fiir Di-phosphat-P durch 62 dividiert, so sind die Ausbeuten in Millimol 
ausgedriickt. 

In Tabelle I sind die Ertrage sowohl in Milligramm Phosphor als 
anorganischem Phosphat, als Mono-phosphat und als Di-phosphat wie 
als Millimol Mono-phosphat und Di-phosphat angegeben. Auberdem 
sind die gefundenen Mengen anorganischer Phosphor, Mono-phosphat 
und Di-phosphat als Prozente des Total-Phosphors verzeichnet, und 
endlich findet man in der letzten Kolumne das Verhaltnis Di- 
phosphat zu Mono-phosphat. 


' Hier wie im folgenden stets Mittel aus Doppelbestimmungen. 
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Abb. 1 gibt eine graphische Darstellung von den Bewegungen, die 

fiir das Mono-phosphat, das Di-phosphat und das Verhaltnis Di- zu 
Mono-phosphat wahrend der Digestionszeit festzustellen sind. 
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Abb. 1. 


Kurve I: Mono-phosphat-P in Millimol 

Kurve II: Di-phosphat-P in Millimol. 

Kurve IJ]: Verhiltnis Mol Di-phosphat zu Mol Mono-phpsphat. 
Ordinate zu Kurve I und II links, zu Kurve III rechts. 


Der Tabelle kann man entnehmen, daB die De-phosphorylierung 
ein sehr langsam verlaufender ProzeB ist. Nach 32 Stunden war noch 
die Halfte des Phosphors in organischer Bindung vorhanden. 


B. Isolierung der bei der Reaktion gebildeten Phosphorsdure-ester nach 
verschiedenen Zeiten. 


Aus der voranstehenden Tabelle | geht weiter hervor, da nach 
4 Stunden die Phosphorylierung vollstandig war; nach 8 Stunden fing 
eine deutliche De-phosphorylierung an, und nach 32 Stunden betrug 
diese 50°. 

Wie zuvor ausgefiihrt wurde, ist es zur Beurteilung des Phosphory- 
lierungs-mechanismus von erheblichem Interesse, festzustellen, welch 
Ester zu verschiedenen Zeiten gebildet worden sind. Die oben genannten 
Zeitabschnitte haben sich als besonders markant erwiesen. 


Um die verschiedenen Ester rein darstellen zu kénnen, habe ich 
sehr groBe Ansitze vorgenommen, die nach den gewiinschten Zeiten 
in der unten beschriebenen Weise nach einer Kombination der von 
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C. Neuberg und J. Leibowitz! sowie R. Robison (a.a.O.) angegebenen 
Methoden aufgearbeitet wurden. 


Ansdtze. Je zwolf 8-Liter-Flaschen mit 
400 g Glucose, 
83g NaH,PO,. 2 H,O. 
22 ¢ NaHCO,, 
Leitungswasser zu 2000 ccm, 
600 g frische Patzenhofer Unterhefe und 
200 cem Toluol 


wurden im Brutschrank bei 37° unter héufigem Umschiitteln 4, 8 und 
32 Stunden belassen. Nach Ablauf der genannten Zeiten wurde die Garung 
durch Zugabe von 70ccm 80°, iger Trichloressigsiure unterbrochen; 
der Inhalt der Flaschen wurde !/, Stunde kiihl gestellt und dann filtriert. 
Das Volumen des Filtrats wurde gemessen, und darauf wurde mit 8 °,iger 
Natronlauge gegen Phenolphthalein neutralisiert. Ein etwaiger Uber- 
schuB von NaOH wurde durch CO, unschaédlich gemacht. Nunmehr 
wurden 330 cem,bzw.440 ccm bei den 32-Stunden-Versuchen, einer gesattigten 
Bariumacetatlésung sowie 10°, des Gesamtvolumens an Alkohol hinzu- 
gefiigt und jede Flasche iiber Nacht aufbewahrt. 

Am nachsten Tage wurde abzentrifugiert. Die Zentrifugate von je 
vier Flaschen wurden vereinigt und nach Vorschrift aufgearbeitet. Die 
Mono-Phosphate wurden als Bariumsalze isoliert. Die Ausbeuten waren 





Nach: 4 Std. 8 Std. 32 Std. 
15,6 ¢ 28.4 2 25.7 ¢ 


Zur Analyse wurden die Bariumsalze im Hochvakuum bei 56° iiber 
P,O, getrocknet. Dann wurden folgende Bestimmungen gemacht: C, H, 
P, Ba, [«]p. Reduktion nach Willstdtter-Schudel sowie nach Lehmann- 
Maquenne. 


a) 4-Stunden-salz. 


5,260 mg Substanz: 3,604 mg CO,, 1,65 mg H,0. 


0,1982 g om 0,1126g BaSO,. 
0,1640 g * 0.0916 g Ba,P,O;, die 0,0951 g BaSO, und 0.0447 g 


Mg, P, O-; lieferten . 


Drehung: «) 0,0668 g Salz in Wasser zu 10,0 cem gelést. « = + 0,16°, 
l 2. [aj = + 12,0°. 


B) 0,4039g mit 197cem nHCl zu 10cem gelést. « = + 1,34%, 
1=2 [aft = + 24,70°. 


Reduktion. <«) Wiéllstdtter-Schudel: 0,1336g (0.3251. 10-3 Mol) ver- 
brauchten 3,95ccm 0,0989n Jodlésung, 0,1954.10-* Mol Glucose ent- 
sprechend. 


1 CO. Neuberg u. J. Leibowitz, diese Zeitschr. 184, 489, 1927. 





} 
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B) Lehmann-Maquenne: 0,1336g (0,3251.10-% Mol)  verbrauchten 
11,07 cem 0,0989n Thiosulfatlésung, 69,6mg Cu und 35,6mg (0,1977 
. 10-* Mol) Glucose entsprechend. 


b) 8-Stunden-Salz. 


5,059 mg Substanz: 3,620 mg CO,, 1,68mg H,O. 

0,2316 g oe 0.1194 g¢ BaSQ,. 

O1917 g ve 0,0956 g Ba,P,O;, die 0.0991 g BaSO, und 0,0475¢g 
Mg, P.O, lieferten. 


Drehung: «) 0,0718 g Salz in Wasser zu 10,0 cem gelést. x + 0,52°, 
l= 2. [xj = + 36,2°. 

B) 0,4782g mit 2,lleem nHCl zu 10,0 cem gelést. « + 3,779, 
l 2. [ajf} = + 56,31°. 


Reduktion. 2x) Wollstdtter-Schudel: 0.1435 g¢ (0.3170. 10-5 Mol) ver- 
brauchten 1.99ccem 0,0989n Jodlésung, 0.0984. 10-3 Mol Glucose ent- 
sprechend. 


B) Lehmann-Maquenne: 0,1435g (0,3170.10-* Mol)  verbrauchten 
7,.92cem 0,0989n Thiosulfatlésung, 49,8mg Cu und 25,8mg_ (0,1433 
10-8 Mol) Glucose entsprechend. 


c) 32-Stunden-salz. ‘ 


4,971 mg Substanz: 4,075 mg CO, und 1,78mg H,0O. 


0,1909 g¢ 7 0.0940 g BaSO,. 
0.1939 g is 0,0900 g Ba, P,O;. die 0.0962 g BaSO, und 0,0367 g 
Mg, P,O; lieferten. 
0,1408 g we 0,0658 g Ba, P,O;, die 0,0698 g BaSO, und 0,0269 ¢ 
Mg, P,O, lieferten. 
Drehung: «) 0,0742 g Salz in Wasser zu 10,0 cem gelést. « = + 0,86°, 
l= 2 [af = + 58,0°. 
B) 0.5985 g mit 2.53 cem nHCl zu 10,0 cem gelést. « + 7,25°, 
l 2. [a]f? = + 84,63°. 


Reduktion. «) Woillstdtter-Schudel: 0.1484 g¢ (0.3131. 10-% Mol) ver- 
brauchten 1,02 cem 0,0989n Jodlésung, 0.0504. 10-3 Mol Glucose ent- 
sprechend. 


8B) Lehmann-Maquenne: ©,1484g¢ (0,3131.10-* Mol)  verbrauchten 
4,02 cem 0.0989 n Thiosulfatlésung, 25.3 mg Cu und 13.6mg_ (0,0755 
. 10-* Mol) Glucose entsprechend. 


In der Tabelle II sind die gefundenen Werte und die fiir die beiden 
Mono-phosphorséure-ester — Hexose-mono-phosphat und Trehalose-mono- 
phosphat — berechneten Werte zusammengestellt. 


Fiir die Berechnung ist der hier gefundene Wassergehalt (siehe S. 373) 
zugrunde gelegt. 








366 St. Veibel: 





Tabelle II. 
Hexose- _Trehalose- 
mono-phos- mono- Nach Nach Nach 
phat phosphat 4 Std. 8 Std. 32 Std 
+1/gH,0 +2H,0 
Dy oe a Ae we ee 17,80 24,26 18,69 19,53 22,36 
eae eee as 2,99 4,25 3,51 3,72 4,01 
Yr. 7,67 5,22 7,60 6,91 5,31 
Re exis 33,96 23,14 33,43 30,38 28,98 
P zu Ba de aati” is 1,000 1,000 1,007 1,009 0.811 
Bag Py O7 zu Substanz . 0,555 0,378 0,559 0,499 0,466 
Molekulargewicht . . . . 404.5 593,6 410,9 452.7 474,0 
[a}p-Salz . rar. +1259 | +1129 41209 |4 3629 (4 580° 
jajp-Saure ...... + 24,09 | + 157° + 24,79 + 56,319 |+ 84,63° 
Reduktion Wi//stitter- 
Schudel . : etwa 66% 0% 60,1% 31,0°, 16,1% 
Reduktion Lehmann- 
Magquenne . etwa 66% 0% 60.8% 45.2% 24.1% 


Diese Ubersicht lehrt, daB der nach vierstiindiger Garzeit isolierte 
Mono-phosphorsaure-ester ziemlich reines Hexose-mono-phosphat (und 
zwar der Drehung nach Glucose-ester) war, daB die nach achtstiindiger 
und besonders nach 32stiindiger Digerierungsdauer isolierten Mono- 
phosphate Gemische von Hexose-mono-phosphorsaure-ester und Tre- 
halose-mono-phosphorsiure-ester waren. Die Reduktionsbestimmungen 
diirften am besten so gedeutet werden, daBb anfangs Robison-Ester! 
vorlag, aber schon nach 8 Stunden reichlich Neuwberg-Ester vorhanden 
war, dessen Menge nach 32 Stunden nicht viel zugenommen hatte. 
Die genauere Untersuchung hat diese Deutung bestatigt (s. 8. 371 
und 8. 373). 


Versucht man, nach den gefundenen Werten fiir den Ba-Gehalt 
(oder, was auf dasselbe herauskommt, nach den Molekulargewichten), nach 
den [x]p-Werten (unter Beriicksichtigung der spater ermittelten Werte 
fiir die Drehung der Gemische von Neuberg- und Robison-Ester) und 


‘ Hier wie im folgenden ist mit den urspriinglich von Robison an- 
gegebenen Reduktions- und Drehungswerten gerechnet. Der Mitteilung 
von R. Robison und E. J. King (Biochem. Journ. 25, 323, 1931) laBt sich 
entnehmen, da die iibliche Methode zur Isolierung von Hexose-mono- 
phosphat zu Substanzen mit ungefahr dem hier beobachteten Reduktions- 
und Drehungsvermégen fiihrt, da8B aber durch komplizierte Reinigungs- 
maBnahmen das Reduktionsvermégen auf 100°,, das spezifische Drehungs- 
vermégen auf + 35° (fiir die freie Séure) gesteigert werden konnte. Wenn 
diese Werte in Ansatz kommen, so dndert sich die Aussage iiber die 
Zusammensetzung der isolierten Hexose-mono-phosphate etwas zugunsten 
des Fructose-6-phosphats. Der Einfachheit wegen sind jedoch die konven- 
tionellen Benennungen Robison- und Neuberg-Ester fiir die bei der gew6hn- 
lichen Aufarbeitung erhaltenen Praparate beibehalten. 
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nach den Reduktionswerten (Lehmann-Maquenne) das Mischungs- 
verhaltnis der Komponenten zu bestimmen, so findet man die in 
Tabelle 111 angefiihrten Werte. 


Tabelle Ill. 





Nach 4 Std. Nach 8 Std. Nach 32 Std. 
berechnet nach berechnet nach berechnet nach 





Ba [a]p Red. Ba [a}p “Red. Ba [@]p Red. 


Gehalt an Hexose- 


ester, % .. . || 95,3 | 99,5 | 92,1 || 66,5 | 67,1 68,3 | 54,8 57,6 36,5 
Gehalt an Treha- 
lose-ester,% . 4,7; 05) 7,9 || 33,5 | 32,9 | 31,7 || 45,2 | 42.4 | 63,5 


Bei der Beurteilung dieser Daten, die im groBen und ganzen iiberein- 
stimmen, sind wohl die Ba-Zahlen als die zuverlissigsten anzusehen. 
Die (%)-Werte sind deshalb unsicherer, weil man nicht wei, ob das 
Mischungsverhaltnis in den gereinigten Ba-Salzen das selbe ist wie in 
den ungereinigten. 

Mit Riicksicht auf diese Uberlegungen diirfte die Zusammen- 
setzung der drei Mono-phosphat-fraktionen ungefahr die folgende sein: 
Nach 4 Std. 95% Hexose-mono-phosphat, 5°, Trehalose-mono-phosphat, 

°° Sw @ 
sae ey 


mA 35% mt a 


% 
% * 45% ” oS 

Nach den Resultaten des 32-Stunden-Versuchs scheint es, dab 
auBer den Phosphorsaure-estern eine Substanz gebildet war, die mehr 
als 1 Atom Ba pro Atom P enthielt, vielleicht also eine Carboxylgruppe 
besaB. 

Um diese Deutungen nach Moéglichkeit zu beweisen, habe ich 
versucht, die Gemische aufzuteilen. Robison gibt an, daB eine Trennung 
der Ba-Salze der in Frage kommenden Phosphorsiure-ester durch 
fraktionierte Fallung mit Alkohol ausgefiihrt werden kann. Ich habe 
dieses mit dem 8-Stunden- und dem 32-Stunden-Gemisch versucht 
und auch eine gewisse Fraktionierung erreicht. [a%]p war fiir die erste 
bzw. die letzte Fraktion des Ba-Salzes nach 8 Stunden + 16,4 bzw. 
+ 57,2°, nach 32 Stunden + 27,3 bzw. + 68,2°. Die Aufteilung war 
aber sehr unvollstandig und unbefriedigend. Dagegen erreicht man 
eine ziemlich scharfe Trennung durch fraktionierte Fallung der Brucin- 
salze mit Aceton. Die Arbeitsweise ist die folgende. 


Das Ba-Salz wurde in der fiinffachen Gewichtsmenge Wasser geldést 
und mit der aus der Ba-Analyse berechneten Menge n H,SO, versetzt; 
das BaSO, wurde darauf durch Zentrifugieren entfernt. Das (nétigenfalls 
noch) filtrierte Zentrifugat wurde mit einem kleinen Uberschu8 von Brucin 
behandelt und filtriert. Das Filtrat wurde mit Aceton fraktioniert gefallt. 
Die niedergeschlagenen Brucinsalze wurden im Vakuum-exsikkator iiber 
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H,SO, getrocknet; dann wurden ihre Drehungen bestimmt. Angegeben 


ist in der Literatur fiir das Alkaloidsalz des Robison-esters [«]p = — 22,2°, 

fiir das des Neuberg-esters [«]p - 30°, fiir das des Trehalose-esters 

[x]eee + 31,3°; mit dem Faktor 1,18 berechnet sich hieraus [«}) 
+ 26,5°. 


a) 4-Stunden-Salz. 
8,2g Ba-Salz, 37,4cem nH,SO,4, 17.5 g Brucin. 


Volumen nach dem Filtrieren 136 ccm. 





Fraktion : a . Gewicht {a}, 
ecm 0/5 g 

I 136 50 4,4 — 15,7° 

1 204 60 52 — 226 

Il 408 75 5,0 — 21,4 

IV 1224 90 4,1 — 20,5 

Drehungen der Brucin-salze (Wasser). 

I. 0.4076 g¢ zu 10,0cem gelést. « 1,279, |= 2. [a]f} 15,6° 
Il. 0,4174¢ ,, 10,0. ,, . % 1,89°, = 2. [a]! 22,6° 
Ill. 0,3126¢ ,, 10,0 ,, re a= — 1,34°, /=2. [a]f} 21,4° 
[V. 0,31422 ,, 10,0 ,, a a= — 1,29. /= 2. [a}f} 20,5° 


Nur die erste Fraktion scheint also etwas, aber nur wenig (12°,,) 
Trehalose-ester zu enthalten. Um diese kleine Menge zu isolieren, wurde 
Fraktion I in 88 cem H,O gelést urd vorsichtig mit Aceton bis zum Gehalt 
der Lésung von 60%, versetzt. Wierdurch schied sich eine ganz kleine 
Menge Salz ab, die abfiltriert.wurde. Die Menge war so gering, daB sie 
nicht zur Wagung gebracht, sondern nur vom Filter in ganz wenig Wasser 
gelést werden konnte. Wieder Erwarten war diese Lésung nicht rechts- 
drehend, sondern ganz schwach lavogyr (« 0,07°). Ein direkter 
Beweis fiir die Anwesenheit von Trehalose-ester (oder eines anderen Esters 
mit rechtsdrehendem Brucin-salz) konnte nicht erbracht werden. 

Beim weiteren Versetzen der Lésung mit Aceton bis zur Konzentration 
von 90°, wurden 3,8 g Brucin-salz abgeschieden. Die Drehung war jetzt 

20,8° (0.1996 g zu 10,0 cem gelést, « 0,83°, 7 = 2). 

Das Brucinsalz wurde sodann ins Bariumsalz zuriickverwandelt. 
23 ¢ Brucinsalz wurden in 1500 ccm Wasser gelést, die Fliissigkeit wurde 
in Eiswasser gekiihlt; dann wurde sie mit alkalifreiem Barytwasser bis zur 
eben alkalischen Reaktion gegen Phenolphthalein versetzt. Nach 30 Minuten 
wurde das ausgeschiedene Brucin abfiltriert, das Filtrat dreimal mit Chloro- 
form ausgeschiittelt, im Faust-Heimschen Apparat auf 200 cem konzentriert 
und mit 250 ccm absolutem Alkohol gefallt. Das ausgeschiedene Ba-salz 
wurde abfiltriert, mit reinem Alkohol griindlich gewaschen und im Vakuum- 
exsikkator iiber P,O; + CaCl, getrocknet. Gewonnen wurde 7,5g Salz. 
Zur Analyse wurde es im Hochvakuum iiber P,O; bei 56° getrocknet. 


5,449 mg Substanz gaben 3,480 mg CO,, 1,60 mg H,0O. 
0,1589 g %9 »  0,0877g Ba,P,O;. 


Drehung. «) 0,3711 g Salz in Wasser zu 10,0 ccm gelést. « = + 0,88°, 
I=2. [a}f? = + 11,86°. 
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B) 0,1856g mit 0,9leem nHCl zu 10,0cem gelést. « = + 0,579, 
I=2. [a]ff = + 24,00°. 
Reduktion. a) Willstdtter-Schudel: €,2293 g (0,5798 bzw. 0.5669 


. 10-3 Mol) verbrauchten 6,92 cem 0.0989 n Jodlésung, 0.3422. 10-% Mol 
Glucose entsprechend. 

B) Lehmann-Maquenne: 0,1492 g (0.3778 bzw. 0,3689. 10-% Mol) ver- 
brauchten 12,92 cem 0,0989 n Thiosulfatlésung, 81.3 mg Cu oder 41,3 mg 
(0,2293 . 10-8 Mol) Glucose entsprechend. 


Cs Hy, O; PO, Ba. Ber.: C = 18,20, H = 2,80, Ba = 34,73, P = 7,84, 
(395,5) Ba, P,O,; zu Substanz = 0,567. 
C.H,,0;P0,Ba+'/, H,O. Ber.: C = 17,80, H = 2,99, Ba = 33,96, P = 7,67, 
(404,5) Ba,P,O,; zu Substanz = 0,555. 
[ap]-Salz + 12,5° 


[xp]-Saéure + 24° 
Reduktion: Wéllstdtter-Schudel etwa 66°, 
Lehmann-Maquenne etwa 66°, 


Gef.: C = 17,42, H 3,29, Ba 33,78, P 7,63, BagP,O; zu Substanz 


[a]p-Salz + 11,86° 
|x }p-Séure + 24,00° 
Reduktion: Willstdtter-Schudel 59.0 bzw. 60.4°, 


= oO 


Lehmann-Maquenne 59,4 bzw. 60,7°, 
Der Phosphorsdure-ester war also vorwiegend Robison-ester (vgl. 
S. 366, Anm. 1). 
b) 8-Stunden-Salz. 
24.2 ¢ Ba-Salz, 93. cem n H,SQ,, 46,6 g¢ Brucin. 


Volumen nach dem Filtrieren 306 ccm. 





Fraktion . wn Gewicht [<]p 

: cem ®%p g der Brucinsalze 

I 510 60 11,0 : + 22,14" 

Il 795 70 15,8 - 650° 

Ill 1360 80 9.9 15,589 

IV 3060 90 9,8 20,27° 

Auf 50 cem eingeengt, mit 500 cem Aceton gefallt. 

V 90 1,0 — 15,13° 
I. 0.1310 g zu 10,0 cem gelést. « + 0,589, 1 = 2. [alf} + 22,14° 
IT. 0,1230g ., 16.0) ,, % x 0,169, 7 2. [aft 650° 
Ill. 0,1829¢ ., 10,0 ,, a % 0,579, 1= 2. [a)f} 15,58° 
IV. 0,26l4¢ ., 10,0 ,, om 2 = 1,06, 2 = 2. [a]}P 20,28° 
V. 0,2644¢ ,, 10,0 ,, rm ow 0,809, 1 2. [af 15,13° 


Die erste Fraktion war also (vgl. S. 368) ziemlich reiner Trehalose- 
ester. Nach einmaliger Umkristallisation aus Wasser zeigte das Alkaloid- 
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salz [a]f) = + 26,84° (0,1956g zu 10,0ccm geldst, « = + 1,05°, 
I = 2). 


Die vierte Fraktion war reiner Hexose-phosphorsaure-ester, wo- 
gegen die Fraktionen II und III Gemische waren. Fraktion V scheint 
sehr unrein gewesen zu sein. 


Die Fraktionen I und IV wurden in die Barium-salze zuriick- 
verwandelt. 


Fraktion I. Trehalose-mono-phosphat. 


8,6 g Brucinsalz wurden in 500 ccm Wasser gelést, die Fliissigkeit 
wurde in Eiswasser gekiihlt und mit Baryt bis R6tung von Phenolphthalein 
versetzt. Das Brucin wurde abfiltriert, das Filtrat dreimal mit Chloroform 
ausgeschittelt und dann im Vakuum auf 170 ccm eingedampft. Das Barium- 
salz wurde mit 440 ccm Alkohol ausgefallt, abgesaugt, mit absolutem 
Alkohol gewaschen und im Vakuumexsikkator iiber P,O; + CaCl, ge- 
trocknet. 

Gewonnen wurden 3,3 g Bariumsalz, welches nach Trocknung im 
Hochvakuum bei 56° iiber P,O,; analysiert wurde. 0,1414g Substanz 
lieferten 0,0540 g Ba, P,O;. 


Drehung: «) 0,1592 g Salz in Wasser zu 10,0 cem gelést. « = + 3,43°, 
t=2. [a}f? = + 107,7°. 

B) 0,0796 g mit 0,27cem n HCl zu 10,0 cem gelést. « = + 1,73°, 
t=2. (aj! = + 151,2°. 


Das Salz reduzierte mit Cupriacetat bereitete Fehlingsche Lésung nicht. 
CypHg;0,,P0O,Ba. Ber.: Ba = 24,63, P = 5,56, Ba,P,O,; zu Substanz 
(557,6) = 0,402. 
[a]}p-Salz + 112° 
[x]p -Saure = + 157° 
Cy. Hy, 0,9 P0,Ba + 2H,O. Ber.: Ba = 23,14, P = 5,22, Ba,P,O; zu 
(593,6) Substanz = 0,378. 
Gef.: Ba = 23,38, = 5,28, Ba,P,O; zu 
Substanz = 0,382. 
[a]p-Salz = + 107,7° 
[x]p-Séure = + 151,2° 


Fraktion IV. Hezxose-mono-phosphat. 
phos} 


9,8 g Brucinsalz gaben bei einer ganz aéhnlichen Behandlung 3,2 g 
Bariumsalz. Zur Analyse wurde im Hochvakuum iiber P,O, bei 56° ge- 
trocknet. 0,1634 g Substanz lieferten 0,0904 g Ba, P,O;. 

Drehung: «) 0,2024 g Salz in Wasser zu 10,0 ccm gelést. « = + 0,12°, 
l=2. [a}f® = + 2,96°. 

B) 0,1012 g mit 0,50 cem n HCl zu 10 cem gelést. « = + 0,09°, 1 = 2. 
{aj}! = + 6,93°. 

Reduktion: «) Wiéllstdtter-Schudel: 0,1459g (0,3689 bzw. 0,3607 
- 10-* Mol) verbrauchten 2,12 ccm 0,0989 n Jodlésung, 0,1048 . 10-* Mol 
Glucose entsprechend. 
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B) Lehmann-Maquenne: 0,1459 g (0.3689 bzw. 6,3607 . 10-% Mol) ver- 
brauchten 11,15 ccm 0,0989 n Thiosulfatlésung, 


70,) mg Cu oder 35,9 mg 
(0,1993 . 10-* Mol) Glucose entsprechend. 


C,H, O;P0,Ba. Ber.: Ba = 34,73, P = 7,84, Ba,P,0, 


zu Substanz 
(395, 5) = 0,567. 


CgH,0;PO0O,Ba + '/,H,O. Ber.: Ba = 33,96, P = 7,67, Ba,P,O; zu Sub- 
(404.5) stanz = 0,555. 
[x]p-Salz: Robison = + 12.5°, Neuberg = + 0,4° 
[x]p-Séure: ,, = + 24° a = + 1,5° 
Reduktion W illstdtter-Schudel etwa 66 °.,, Lehmann-Maquenne etwa 66 ° 
Gef.: Ba = 33,86, P = 7,65, Ba,P,O; zu Substanz = 0,553. 
[x]p-Salz + 2,96° 
[x]p-Saéure + 6,93° 
Reduktion: Waillstdtter-Schudel 28,4 bzw. 29,1 °, 
: Lehmann-Maquenne 54,0 ,, 55,3 ° 


Diesen Analysen nach ist der Trehalose-ester beinahe rein gewesen, 
der Hexose-ester war analytisch ebenfalls rein, doch war er ein Gemenge 
von Neuberg- und Robison-Ester mit etwa 75% Neuberg-Ester. 


c) 32-Stunden-Salz. 


20g Ba-Salz, 80,0cem n H,SO,4, 36g Brucin. Volumen nach dem 
Filtrieren 250 ccm. 





y : Aceton Gewicht [<]p 
Fraktion . 
ecm m g i der Brucin-salze 


I 250 50 18,4 + 23,6° 
II 375 60 2,5 + 20.3 
ul 750 75 4.8 — 16,7 
IV 2250 99 12,0 — 24,2 
Auf 55ccem eingedampft. Hierbei schied sich etwas Brucin aus. 
500 90 1,1 —- 246° 
I. 0,2116g zu 10 cem gelést, + 1,00, 
_ OSee. © « +- 0,83, 


% 23,6° 
a= 

,3000¢ ., 10 ,, be C= 1,00, 
a 
x 


[ a 
[ + 20,3° 
[ = 16,7° 
’. 0,2686¢g ., 10 = 30, [ = 
. 0,2678 2 ,, 10 = 1,32, | 


24,2° 
24,6° 


to to hw te be 


(Die Drehwerte sind an nicht im Hochvakuum getrockneter Substanz 
bestimmt worden.) 

Hiernach erscheinen die Fraktionen I und II als ziemlich reiner 
Trehalose-ester. Fraktion II] war ein Gemisch von Trehalose- mit 
Hexose-mono-phosphat, und die Fraktionen IV und V waren Hexose- 
ester; sie enthielten hauptsiachlich Neuberg-Ester. 

Alle Fraktionen der Brucinsalze mit Drehungen iiber + 20° aus dem 
oben ausfiihrlich beschriebenen und aus einem anderen Trennungsversuch, 
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insgesamt 23g, wurden jetzt aus heiBem Wasser umkristallisiert. Ge- 
wonnen wurden 12g Brucinsalz mit [«}f? = + 27,61° (0,2390 g zu 10 cem 
gelést, « = + 1,329, 1 = 2). 
Zur Analyse wurde das Brucinsalz im Hochvakuum iiber P,O,; bei 
100° getrocknet. 
0,3804 g verloren 0,0344 g H,O bei der Trocknung. 
4,602 mg Substanz: 9,615 mg CO,, 2,76mg H,0O, 


3,104 ,, a 0,125 cem N, (25°, 763 mm). 
Cy He, Oy, PO4 He (Co3 Hog N2O4)o- Ber.: C = 56,74, H = 6,16, N, = 4,57, 
(1226,7). (+ 7H,O 1352,8) 7H,O = 9,32%. 


Gef.: C = 57,00, H = 6,71, N, = 4,63, 
Wasserverlust 9,04°). 
Das Brucinsalz wurde, wie zuvor beschrieben ist, ins Bariumsalz 
rickverwandelt. Aus 7,2 g Brucinsalz wurden 3,4 g Bariumsalz gewonnen. 
Zur Analyse wurde im Hochvakuum iiber P,O; bei 56° getrocknet. 
4,671 mg Substanz: 4,170 mg CO,, 1,91 mg H,O, 


0,1531 g ” gaben 0,0586 g Ba, P,O,;. 
Drehung: «) 0,1012 g¢ Salz in Wasser zu 10 cem gelést. « = + 2,23°, 
l= 2. [a}f? = + 110,2°. 
PB) 0,1221 g mit 0,44 cem n HCI zu 10 cem gelést. « = + 2,779, 1 2 


[x]? = + 149,19. 


Reduktion: Reduzierte Fehlingsche Lésung gar nicht. Nach fiinf- 
stiindigem Erwarmen mit n HCl auf dem siedenden Wasserbad war die 
Hydrolyse so weit fortgeschritten, daB eine deutliche Reduktion Fehling- 
scher Lésung eintrat; auch freie Phosphorséure konnte jetzt nachgewiesen 
werden. 

C..He Oy PO,Ba. Ber.: C = 25,83, H = 3,80, P = 5,56, Ba = 24,63 

(557,6) Ba,P,0; zu Substanz = 0,402. 

Salg + 1190 é 
[a Jp Salz l12 | Reduktion 0. 
[x]p-Séure + 157° | 
Cyg Hg, Op PO, Ba +2 HO. Ber.: C = 24,26, H=4,25, P=5,22, Ba=23,14, 
(593,6) Ba,P,O; zu Substanz = 0,378. 
Gef.: C= 24,36, H = 4,58, P=5,29, Ba = 23,43, 
Ba,P,O; zu Substanz = 0,383. 
-S q ++ 2 ‘ 
[Ip sals 120, | Reduktion 0. 
[x]p-Saure + 149,1 | 


Hexose-mono-phosphat. 

Alle Fraktionen mit gréBerer Linksdrehung als 16° (insgesamt 20 g) 
wurden in 200 cem Wasser gelést und mit Aceton bis zum Gehalt von 65°, 
versetzt. Diese erste Fallung, 5,3 g, war ein Gemisch mit [a]p = 11,75°. 
Die Aceton-konzentration wurde jetzt auf 90°, erhéht, wobei sich 9,6 g 
Brucinsalz abschieden. [«]}’ war nunmehr 21,99 (0,2052 g zu LO cem 
gelést. « = 0,90°, 1 = 2). Hieraus wurden in der iiblichen Weise 1,9 g 
Ba-Salz zuriickgewonnen. Zur Analyse wurde im Hochvakuum iiber P,O, 
bei 56° getrocknet. 

4.784 mg Substanz: 3.070 mg CO,, 1.47mg H,0O. 
0,1504 g Substanz gaben 0.0828 g Ba, P,O;. 
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Drehung: «) 0,2082 g Salz in Wasser zu 10 cem gelést. 


x + 0,10°, 
l= 2. [a}ft = + 2,40°. 
68) 0,1071 g mit 0,51 cem n HCl zu 10 cem gelést. « = + 0,099, 1 = 2. 


[a]}f? = + 6,78°. 

Reduktion: «) Wollstdtter-Schudel 0,1586g (0.4010 bzw. 0,3921 
. 10-* Mol) verbrauchten 2,00cem 0,0989n Jodlésung, 0.0989. 10-3 Mol 
Glucose entsprechend. 

B) Lehmann-Maquenne: 0,1586 g (0,4010 bzw. 0,3921 . 10-* Mol) ver- 
brauchten 12,22 cem 0,0989 n Thiosulfatlésung, 70,6 mg Cu oder 36,1 mg 
(0,2005 . 10-* Mol) Glucose entsprechend. 

C,H,,0;P0,Ba. Ber.: C = 18,20, H = 2,80, P = 7,84, Ba = 34,73. 
Ba, P,O; zu Substanz = 0,567. 


C.H,,0;P0,Ba + '/,H,O. Ber.: C = 17,80, H = 2,99, P = 7,67, Ba 


= 33.96, 
(404,5) Ba, P,O; zu Substanz = 0,555. 
[z]p-Salz : Robison = 12,5°, Neuberg = 0,4°, 
[x]p-Saéure : > = 24,0°, Pr = 1,5°. 
Gef.: C = 17,51, H = 3,4, P 7,61, Ba = 33,70, Ba,P,O; zu Sub- 
stanz = 0,551. 
|a]}p-Salz + 2,40° 


[x|p-Séure + 6,78° 
Reduktion: Willstdtter-Schudel 24,7 bzw. 2: 
Lehmann-Maquenne 50,0 ,, 51, 


Der Trehalose-ester war also im 32-Stunden-Versuch rein. Der 
Hexose-ester war ein Gemisch von Neuberg- und Robison-Ester mit 
etwa 80°, Neuberg-Ester. 

In Tabelle IV sind die Analysenresultate angefiihrt und den be- 
rechneten Werten gegeniibergestellt. Hiernach scheinen alle drei 
Barium-mono-phosphate Wasser zu enthalten, und zwar das Trehalose- 
salz 2 Mol, die beiden Hexose-salze '/, Mol. 


Tabelle 1V. 





Berechnet 





Gefunden 
a; “| or. 4 @ Nach 8 Std. Nach 32 Std 
z= gs 37. $2 | 23% 
=é £é — ee E38 
C ... | 18,20 (17,80 25,83 | 24,26 | 17,42 -~ 17,51 24,36 
Prana 2,99 3,80 4,25 3,29 _ — 3,44 4,58 


eee 7,84 7,67 5,56 | 5,22 | 7,63 | 7,65 | 5,28 | 7,61 5.29 
Ba. . . | 34,73 33,96 2463 23,14 (33,78 33,86 23,388 | 33,70 23,43 
Bay P, ( )z 


Substanz 


0,567 0,555 0402 0,878 0,552 0,553 0,882 0,551 0,383 











Uber den Einflu6 
der Bestrahlung auf das Verhalten des Silbers im Organismus. 


II. Mitteilung: 
Untersuchungen an einzelnen Organen ausgewachsener Ratten, 


Von 
Ludwig Pineussen und Wadim Roman!. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des staédtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 7. Juli 1931.) 


In der ersten Mitteilung? war festgestellt worden, daB eingespritztes 
Silbersalz sich im Organismus junger Ratten so verteilt, daB etwa 
die Halfte des Silbers als Salz im Organismus verbleibt, ein Drittel 
organisch gebunden und der Rest von etwa 17% als Metallim Organismus 
abgelagert wird. Diese Verteilung wird durch Bestrahlung mit einer 
Vitaluxlampe (kontinuierliches Spektrum mit geringem U. V.-Gehalt) 
in Richtung einer starkeren organischen Bindung verschoben, waihrend 
nach Bestrahlung mit einer Quecksilberquarzlampe (Linienspektrum 
des Hg mit starkem U. V.-Gehalt) der Anteil des Silbersalzes zunimmt 
unter Abnahme sowohl des organisch gebundenen als auch des metalli- 
schen Silbers. 

In der vorliegenden Arbeit wurden analoge Untersuchungen an 
verschiedenen Teilen ausgewachsener Ratten ausgefiihrt. Es wurden 
Blut, Leber, Nieren, Milz, Herz, Lunge, Haut und Haare untersucht. 
Hierbei stellten wir uns zwei Fragen: 1. Wie ist das Verhiltnis von 
Silbersalz zu organisch gebundenem und metallischem Silber in jedem 
einzelnen Teil, und wie andert sich dieses Verhaltnis unter Bestrahlung ? 
2. Wie verteilt sich das Gesamtsilber in den Organen, und wie andert 
sich diese Verteilung des Gesamtsilbers auf die verschiedenen Teile 
unter Bestrahlung ? 


Experimentelles und Berechnungsweise. 


Zur Untersuchung wurden ausschlieBlich ausgewachsene, gesunde, 
mannliche Zuchtratten mit weiBer oder schwarz-weiBer Behaarung, 


1 Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt, wofiir auch an dieser Stelle nochmals 
gedankt sei. 

2 Diese Zeitschr. 232, 202, 1931. 
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fiir die Bestrahlungsversuche an ungeschorenen Tieren nur Tiere mit 
weiBer Behaarung benutzt; den Tieren wurden 2ccm bzw. 4 ccm 
0,5°%iger Silbersulfatlésung entsprechend 6 bzw. 12 mg Ag mit einer 
Liier-Spritze subkutan am Ende des Riickens seitlich eingespritzt 
11/, Stunden nach dem Einspritzen wurden die Tiere in einem Draht- 
kafig 1 bzw. 1?/, Stunden der Bestrahlung ausgesetzt. Einem Teil der 
Tiere wurde vor der Bestrahlung der Riicken mit einer Schere méglichst 
dicht tiber der Haut geschoren, um eine unmittelbare Wirkung der 
Strahlen zu erzielen. Bestrahlt wurde mit einer innen mattierten Vita- 
luxlampe (Osram) bzw. mit einer Quarzquecksilberlampe (220 Volt) in 
einer Entfernung von 50 bzw. 70 cm bei der Vitaluxlampe und 50 cm bei 
der Quarzquecksilberlampe. Die Héchsttemperatur bei der Bestrahlung 
betrug nicht mehr als 35° bei der Vitaluxlampe und 25° bei der Queck- 
silberlampe. Beider Bestrahlung mit der Vitaluxlampe mubte, besonders 
bei der Bestrahlung in 50cm Entfernung, zur Einhaltung der an- 
gegebenen Temperatur mit einem Ventilator gekiihlt werden. AuBerdem 
wurde den Tieren stets ein Schalchen kalten Wassers in den Kafig 
gestellt, das von Zeit zu Zeit erneuert wurde. 22 Stunden nach der 
Bestrahlung bzw. 24 Stunden nach dem Einspritzen wurden die Tiere 
durch Betéubung mit einem Schlag auf den Kopf und nachfolgendem 
Durchschneiden der Kehle getétet, wobei das Blut in einer gewogenen 
Petrischale aufgefangen und gleich darauf gewogen wurde. Das Tier 
wurde seziert, und die einzelnen Organe nach Entfernung des Blutes 
durch Waschen in destilliertem Wasser und Abtrocknen mit Filtrier- 
papier gewogen, zerrieben und weiter behandelt wie die jungen Ratten 
in Mitteilung I. Die beiden Nieren wurden hierbei stets zusammen 
genommen, gemeinsam gewogen und weiterbehandelt. Das Blut wurde 
nach dem Wiegen im Faust-Heimschen Apparat durch warme Luft 
getrocknet, dann nach Verreiben mit einer Thiosulfatlésung extrahiert 
und weiter behandelt wie die Organe. Haut und Haare wurden stets 
an der Brustseite des Tieres, also méglichst weit entfernt von der Ein- 
stichstelle und der direkten Einwirkung der Strahlen entnommen. 
Die Haut wurde sorgfaltig rasiert und vom Unterhautfettgewebe 
befreit und in méglichst kleine Stiickchen geschnitten. Haut und 
Haare blieben nach dem Wagen 24 Stunden, iibergossen mit 10 ccm 
etwa n/10 Natriumthiosulfatlésung, im Eisschrank stehen, dann wurde 
die Thiosulfatlésung mit einer Saugpipette in ein Erlenmeyerkélbchen 
abgehebert, von neuem mit 5 ccm Thiosulfatlésung tibergossen, 1 Stunde 
stehengelassen, die Lésung in dasselbe Erlenmeyerkélbchen abgehebert 
und dieses Nachwaschen noch zweimal wiederholt. Dann wurden in 
das Wageglaschen 10cem 5°,iger Animoniaklésung gegeben, nach 
Umriihren 24 Stunden im Eisschrank stehengelassen und dann genau 
so wie bei der Thiosulfatextraktion verfahren. Darauf wurden die 
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Hautstiickchen bzw. die Haare mit verdiinnter Salpetersdure in Erlen- 
meyerkélbchen gespiilt und nach Eindampfen, und Zusatz einiger 
Tropfen konzentrierter Schwefelsiure zur Haut, zunachst nur mit 
Salpetersiure auf dem Sandbad verascht. Erst nach fast vollstandiger 
Veraschung wurde Perhydrol zugegeben und dann wie tiblich verfahren?. 
Das Veraschen zuerst ohne Perhydrolzusatz mit reiner Salpetersiure 
bzw. Salpetersiure und Schwefelséure erwies sich zur Zerstérung der 
Fette als notwendig und wurde auch bei fettreichen Organen, besonders 
Leber, verschiedentlich angewandt. 

Die Ergebnisse bei den acht Organen sind fiir die unbestrahlten 
Tiere in den Tabellen I bis VIII, fiir die mit Vitaluxlampe bestrahlten 
Tiere in den Tabellen LX bis XVI und fiir die mit Quecksilberlampe 
bestrahlten Tiere in den Tabellen XVII bis XXIV zusammengestellt. 


Die Anordnung der Tabellen ist dieselbe wie bei den jungen Ratten 
in der ersten Mitteilung. In Kolumne 1 sind die laufenden Nummern 
der betreffenden Tiere und in Kolumne2 die entsprechenden Milligramme 
Ag angegeben, die den Tieren eingespritzt wurden. Die Kolumnen 6 bis 9 
enthalten die Milligrammprozente AgCl, Ag-EiweiB, Ag-Metall und die 
Summe dieser drei Fraktionen, als Gesamt-Ag bezeichnet, berechnet auf 
das Frischgewicht des betreffenden untersuchten Tierteiles. Die drei 
Silberfraktionen, als Prozente vom Gesamt-Ag berechnet, sind in den 
Kolumnen 3 bis 5 angegeben. 

Die Bestrahlungsdauer betrug bei Bestrahlung mit Hg-Lampe stets 
1 Stunde, bei Bestrahlung mit der Vitaluxlampe | bzw. 1'/, Stunden und 
ist demeytsprechend in den Tabellen XVII bis XXIV in Kolumne 10 an- 
gegeben. Die Entfernung bei der Bestrahlung zwischen Lampe und Riicken 
des Tieres betrug bei den mit Hg-Lampe bestrahlten Tieren stets 50 cm, 
bei den mit Vitaluxlampe bestrahlten Tieren 50 bzw. 70 cm und ist dem- 
entsprechend in den Tabellen XVII bis XXIV in Kolumne 11 angegeben. 

Die Berechnungsweise dieser Tabellen gestaltete sich ebenso, wie bei 
den jungen Ratten in Mitteilung I. Ebenso wurden auch die Mittel in 
diesen Tabellen stets so berechnet, daB zuerst die algebraischen Mittel 
aus den Kolumnen 6 bis 9 genommen und bei den so erhaltenen Mitteln 
der prozentuale Anteil der einzelnen Silberfraktionen am Gesamt-Ag, 
ebenso wie bei jeder einzelnen Ratte, festgestellt wurde. Diese Mittel 
sind immer unter ,,Mittel‘* in den Kolumnen 3 bis 5 angegeben und dienen 
als Grundlage fiir die weiteren Betrachtungen. 

Eine Fehlerberechnung wurde fiir diese Mittel analog den Fehler- 
berechnungen in Mitteilung I angestellt, es ist jedoch aus Raummangel 
nicht méglich, sie hier einzeln anzufiihren. Es ergibt sich aber aus dieser 
Fehlerberechnung. daB im allgemeinen sich mindestens die Halfte aller 
Einzelwerte innerhalb einer Fehlergrenze von + 30°, befindet. Bei ein- 
zelnen Mitteln ist die Ubereinstimmung erheblich giinstiger. Bei den 
Ag-Metallwerten dagegen ist, insbesondere bei Haut und Haaren, die 
Ubereinstimmung nicht so gut infolge der sehr niedrigen titrierten absoluten 
Silbermengen, so da8B hier zu der individuellen Abweichung der Tiere noch 
ein geringer experimenteller Fehler hinzukommt. 


1 Diese Zeitschnft 225, 447, 1930. 
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Tabelle I. 


Blut der unbestrahliten Ratten. 











1 2 3 4 5 in 7 8 4 
} i Als ©» vom Gesamt-Ag ~_ Ag’ des Frischgewichts 
Ratte | ‘ — ease) des Blutes als 
7. Ag- Ag- _. Ag- g Gesamt- 
Nr mg Ag’ AgCl = giweiB ~~ Metall AgCl — EiweiB Metall is 
2 6 52,70 31,52 15.79 0,530 0.317 0.159 1,006 
3 6 36,65 36,65 26.70 0,199 0,199 0.145 0,543 
6 6 32,19 44.79 23,02 0,309 0,430 0,221 0,960 
11 6 30,09 21.90 48,01 0415 0,302 0,662 1,379 
12 6 56,28 | 27,95 15.74 0,596 0296 0167 1,059 
13 6 39,11 34,99 25,90 0,512 0,458 0,339 1,309 
35 6 64,50 14,87 20.63 1,948 0,449 0.623 3,020 
7 12 46,69 22.14 31,17 0,966 0.458 0,645 | 2.069 
8 ‘ 71.57 15,88 12,55 2.818 0.625 0.494 3,937 
14 68,58 15,71 15,71 0,765 0,175 0.175 1,115 
15 12 50,94 20.03 29.03 0,368 0,145 0.210 0,723 
16 46,56 20,65 32,79 0,284 0,126 0,200 0,610 
17 12 66.55 14,83 18,62 0.548 0,122 0,153 0.823 
36 12 33,24 37,83 28,93 0,448 0,510 0.390 1348 
Mittel: 53,84 23.15 23.01 0.765 0,329 0,327 1.421 
' Pabelle II. 
Leber der unbestrahlten Ratten., 
l 2 3 4 5 6 7 ~ om) 
2 Gespritzt Als %/9 vom Gesamt-Ag all y BN - cee 
tatte mit en ate : - . 
. Ag- Ag- Ag- Ag- Gesamt- 
Nr mg Ag’ AgCi Eiweib Metall Agel Eiweif Metall ie 
2 6 25.45 56.51 18,04 1,426 3,151 1.017 | 5,594 
3 6 20,20 44.70 35,10 0,200 0,443 0,347 = 0,990 
6 6 31,42 41,86 26,72 0.656 0.874 0.558 2.088 
11 6 23,73 37,01 39,26 0.609 0,966 0.993 2.568 
12 6 39,37 25,45 35,77 0.567 0,367 0.507 1,441 
13 6 12.06 52.63 35,31 0,281 1,225 0,822 2,328 
35 6 14,02 38,23 47.72 0,484 1,318 1642 3,444 
7 12 23,93 42,25 33,82 0,507 0.896 0.717 | 2,120 
8 12 26,57 41,79 31,64 0,175 0,275 0,208 0,658 
14 12 27,25 34,76 37,99 0,241 0,308 0.337  O.886 
15 28.60 50.80 20,60 0,438 0,778 0,316 1,532 
16 32,10 45.61 22,29 0,500 0,710 0,347 = 1,557 
17 12 16,62 42.26 41,12 0,247 0,628 0,611 1,486 
36 12 41,01 17,99 41,91 0,288 0,126 0,288 | 0,702 
Mittel: 24,28 43,96 31,76 0,464 0,810 0,608 1,956 
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Tabelle II. 
Nieren der unbestrahlten Ratten. 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 
ae s z-0/) Ag’ des Frischgewichts 
mane Ong |_ me moms | Meet Ra 
: Ag- Ag- Ag- Ag- | Gesamt- 
Nr. mg Ag || 48°! | gives | Metan | A8C! | givers Metall | Ag 
3 6 31,95 54.66 13,39 2,426 4,151 1,017 7,594 
3 6 21,42 33,49 45,09 0,491 0,619 0,871 1,891 
6 6 46,99 8,02 44.99 6,673 1,139 6,388 | 14,200 
11 6 34,74 32,63 32,63 1,185 1,114 1,114 8,413 
12 6 52,88 23,56 23,56 1,263 0,562 0,562 | 2,387 
13 6 41,11 80,77 28,12 0,688 0,515 0,470 | 1,673 
35 6 14,05 38,23 47,72 0,484 1,318 1,642 3,444 
7 12 47,17 21,10 31,73 2,199 0,984 1,479 4,662 
8 12 46,54 31,08 22.38 1,288 0,860 0,620 | 2,768 
14 12 60,49 31,24 8,27 1,400 0,723 0,191 2,314 
15 12 39,04 39,04 21,92 0,627 0,627 0,352 1,606 
16 12 39,93 89,93 20,14 0,373 0,373 0,188 0,934 
17 12 40,78 29.61 29.61 0,786 0,573 0,573 1,932 
36 | 12 = 41,10 | 20,84 38,55 0,596 = 0,295 0,559 1,450 
Mittel: 40,56 27.55 | 31,89 1,456 0,989 1,145 3,590 
\ Tabeile IV. 
Milz der unbestrahlten Ratten. 
’ 
1 2 3 4 5 6 7 x 9 
RG Rr Shed doen sew A emnenn comemcemc 
_ AgCl Ag- Ag- |i AgCl _A _* Ag- Gesamt- 
Nr. mg Ag’ | Eiweib Metall ‘ Eiweib Metall Ag 
2 6 | 4341 3915 1744 3.298 2,975 | 1,825 | 7,598 
3 6 | 48,20 25,90 25,90 2,629 1,381 | 1,381 | 5,391 
11 6 | 42.40 33.87 23,73 4,267 8,408 2.388 10,063 
12 | 6 | 62,26 17,09 20,65 8,049 0,835 1,011 4.895 
13 || 6 54,25 19,95 25,80 | 2,179 0,801 1,036 4.016 
3 | 6 46,72 25,76 | 27,95 | 1,022 0,564 | 0,611 | 2,197 
7 12 | 3646 | 30,21 33,33 3,964 3,285 | 3,625 10,874 
8 | 12 I 58,69 19,96 25,12 2,297 0,781 0,837 3,915 
14 12 | 55,89 11,78 32,33 1,661 0,350 0,961 2.972 
15 12 | 68,58 | 14,21 17,21 3,095 | 0,641 0,774 4,510 
16 12 | 41,73 6,96 | 51,31 1,749 0,125 0,921 1,795 
17 12 | 44,73 | 21,27 34.00 4,592 2,184 3,490 | 10,266 
36 12_— | «45,18 | 25,90 28.92 1,814 | 1,040 1,161 | 4,015 
Mittel: | 47,75 | 25,34 26,91 2.663 1,413 1,501 | 5,577 
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1 2 3 4 5 6 7 ~ 9 
Gespritzt Als °/) vom Gesamt-Ag me-'lo Ag = — 
Ratte mit — vn 

7 Ag- Ag- 7 Ag- Ag- Gesamt- 

Nr. mg Ag’ Ago Eiweib Metall AgCl Fiweib Metall “y 
3 6 25.03 52,38 22,59 1,161 2,430 1,052 4.643 

6 6 62,67 29.80 7,53 8,422 4,005 1,011 13,488 
11 6 52,15 25.09 22.76 3,796 1,821 1,651 7,268 
12 6 51,41 21,19 | 27,40 | 2,676 1,103 1.426 | 5,205 
13 6 41,29 34,52 24,19 1,803 1,507 1,056 4.366 
35 6 39,41 31,51 29.08 1,536 1,228 1,133 3,897 
7 12 38,10 47,63 14,29 4,408 5,511 1,653 | 11,572 

8 12 41,82 33,25 24,93 2,071 1,647 1,235 4,953 
14 12 70,20 10,86 18,94 3,411 0,528 0,920 4,859 
15 12 62,83 27,83 9,34 3,236 1,433 0,482 5,151 
16 12 53,51 32,11 14,38 1,975 1,185 0,531 3,691 
17 12 48,23 17,36 34,41 2,447 0,881 1,745 5,073 
36 12 14,95 20.09 64,95 0.539 0,725 2,342 3,606 
Mittel: 48,23 30,88 20.89 2,883 1,846 1,249 5,978 

Tabelle VI. 
Lunge der unbestrahlten Ratten. 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 
|| Gespritzt Als °/9 vom Gesamt-Ag ms-*le y BS 
Ratte | mit —_— - 

Ag- Ag- : Ag- Ag- Ges - 

Nr. mg Ag’ AgCl Eiweib Metall AgCl Fiweib Metall f - 
11 6 41,00 33,34 25,66 1,120 0,911 0,701 2.732 
12 6 47,12 29,31 23,57 1,223 0,761 0,611 2.595 
13 6 45,35 40,43 14,22 1,298 1,158 0,407 2.863 
35 6 46.57 33,69 19,74 1,416 1,024 0,600 3,040 
7 12 68,47 24.43 7,10 2,629 0,925 0,231 3,785 

8 12 62,27 21,32 16,41 0,995 0,341 0,262 1,598 
14 12 45,18 382,23 | 2259 | 0,589 0,420 0,294 1,303 
15 12 46,13 40,36 13,51 1,016 0.889 0,298 2,203 
16 12 57,04 29,84 13,12 1,678 0878 0,386 2,942 
17 12 35,54 32,23 82,23 0,667 0,605 0,605 1,877 
36 | 12 ~—— 86,74 14,50 48,76 | 0,582 0,210 0,706 ~—1,448 
Mittel: 49.87 30,78 19,35 1,196 0,738 0,464 2.398 
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Tabelle VII. 
Haut der unbestrahlten Ratten. 
1 2 3 4 5 6 7 be 9 
a Sa A ae Ns sna smg-/9 Ag’ des Frischgewichts 
Ratte Gespritzt au 8 bases a : Ger Haut als” 1 ' — 
-_ . Ag- Ag- . Ag- Ag- Gesamt- 
Nr. mg ag | “8°! Kiweis | Metan = A8°! — BiweiB Metall Ag 
11 6 40,91 33,09 26,00 3,313 2,681 2,047 8,041 
12 6 54,01 25,01 20,99 2,691 1,246 1,046 4.983 
13 6 49,70 32,30 18,00 0,797 0,519 0,289 1,605 
35 6 60,45 24.30 15,25 4,189 1,680 1,055 6,915 
7 12 40,81 32,00 27,19 4,236 3,322 2,822 10,380 
8 2 73,75 14,16 12,09 4.871 0,936 0,798 6,605 
14 12 79,14 12,48 8.38 2.534 0,400 0,268 3,202 
15 12 52.89 26,45 20,66 0,448 0,224 0,175 0.847 
16 12 56,26 21,87 21,87 0.917 0.357 0,357 1,631 
17 12 50,00 29.90 20,10 0,433 0,259 0,174 0,866 
36 12 39.61 35,92 24.47 2,030 1,841 1,254 5,125 
Mittel: 52,68 26.83 20,49 2.704 1,224 0,935 4.563 
Tabelle Vili. 
Haare der unbestrahlten Ratten. 
o 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Als °j, vom Gesamt-Ag me-*e Ag’ dos Frischgewichts 
Ratte Gespritzt “s sped BS ee as 
mit 
’ Ag- Ag- , Ag- Ag- Gesamt- 
‘Nr. me ag ASC! | wiweis | Metan | 48°! | Eiweis | Metall as 
6 6 41,82 20,26 37,91 | 10,060 4,875 9,122 24,057 
11 6 44,70 31,18 24,12 5,605 3,911 3,024 | 12,540 
12 6 65,48 20,65 13,87 7.491 2,362 1,587 | 11,440 
13 6 51,61 20,64 27,75 1,845 0,738 0,992 3,575 
35 6 48.90 23,46 27.64 2,528 1,213 1,429 5,170 
7 12 29,64 35,18 35,18 3,979 4,722 4,722 | 13,423 
8 12 76,54 14,91 8,55 3,440 0,670 0,384 4,494 
14 12 48,10 18,68 33,22 1,657 0,644 1,144 3,445 
15 12 42.62 37,47 19,91 1,959 1,722 0,915 4,596 
16 12 41,13 16,51 42.36 4,268 1,714 4,397 | 10,379 
17 12 70,62 9,80 19,58 8,447 1,172 2,343 | 11,962 
36 1 30,90 8,99 60,11 8.090 1,054 7,038 | 11,182 
Mittel: 46,77 21,32 31,91 4,531 2.066 3,091 9,688 
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EinfluB d. Bestrahlung auf d. Verhalten d. Silbers im Organismus. II. 


Tabelle XVII. 


Blut der mit Hg-Lampe bestrahlten Ratten. 
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1 2 3 4 5 6 7 . 
Gespritzt AIS °/o vom Gesamt-Ag mg-°/> ae See Saget 
Ratte ett A P s 8 als 
. Ag- Ag- . Ag- Ag- Gesamt- 
Nr. mg Ag Ag Cl Eiweib Metall AgCl Eiweib Metall : “y 
40 ungeschoren . 6 31,55 34,22 34.22 0135 0,141 0,146 0427 
41 “ 6 43.83 29.64 26,63 0,258 0,174 0,156 0,588 
44 e 6 15.31 35,89 48,80 0.076 0,178 9,241 0495 
59 wi 6 27.12 3644 3644 0,997 0,130 0,130 0.357 
42 ‘i 12 50,11 11,81 38,08 0,353 0,083 0,268 0,704 
43 z 12 51,61 20,65 27.74 0.426 0,170 0,229 0,825 
46 a 12 64.29 12,82 22.89 0217 0.943 0.078 0,338 
58 “ 12 39.27 25.91 3482 0.157 0,104 0,139 0.490 
Mittel ungeschoren 41.47 2481 33,72 0,214 0128 0,174 0,516 
47 geschoren . 6 44.93 19.78 36,19 1,293 0.582 1,060 2,935 
45 . 6 55.71 17,64 26,65 0,439 0,139 0,210 0,788 
60 nm 6 48.12 25,94 25.94 0,204 0,110 0,110 0,424 
59 12 49.89 2294 27.17 1,489 0,684 0.812 2.985 
51 - 12 33.45 2586 40.69 0.136 0.105 0,166 9,407 
57 12 59,93 16,07 24,90 0,290 0.979 0,116 0,485 
Mittel geschoren 48,12 21,17 30,81 0,642 | 0,283 0,412 1,337 
Mittel 45.85 22.35 31,80 0,398 | 0.194 0,276 0,868 
Tabelle XVIII. 
Leber der mit Hg-Lampe bestrahlten Ratten. 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Gespritzt Als %o vom Gesamt-Ag | ™®"' Tuco 
Ratte mit ree Lae 
. Ag- Ag- , Ag- Ag-  Gesamt- 
Nr. mg Ag’ | 48C! | giveis Metall || 48°! giweis | Metall Ag 
40 ungeschoren . 6 49.36 32,82 17.82 0,312 0,207 0,113 0,632 
41 . 6 37,9) 27,39 34,80 0,838 0,243 0,310 0,891 
44 6 40,53 28,51 3096 0,194 0,136 0,148 0,478 
59 . 6 44,34 27.83 27,83 0,266 0,167 0,167 0,600 
42 12 44.64 33,93 21.43 0,259 0.197 0,124 0,580 
43 ‘A 12 48.91 12,72 38,37 0.412 0,107 9,328 0,842 
46 12 41,09 37,61 21,30 0317 0,291 0,164 0,772 
58 12 48.29 22.98 28,73 0,254 0121 0,151 0,526 
Mittel ungeschoren 44.28 27.56 28,16 0,294 0,183 0,187 0,664 
47 geschoren 6 29.96 2210 47,94 0.171 | 0,126 0.273 0,570 
60 Pi 6 34.94 23,29 41,77 9,286 | 0190 0,341 0,817 
59 12 36,39 29,09 34,52 0,245 0,196 0,233 0,674 
51 e 12 18,70 27,82 5348 0,077 0,115 0,221 0413 
57 ul 12 43,07 | 10,32 46,61 09.292 0.070 0,316 9,678 
Mittel geschoren 33,97 22.06 43,97 0,214 0,139 0,277 0,630 
Mittel 4040 25,50 34,10 0,263 0,166 0,222 0,651 
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Tabelle XIX. 
Nieren der mit Hg-Lampe bestrahlten Ratten. 





1 2 3 4 5 6 7 8 i) 


mg-°/, Ag’ des Frischgewichts 





Gespritzt Als 9 vom Gesamt-Ag der Nieren als 
Ratte mit ; af noe <csetase 
. Ag- Ag- . Ag- Ag- | Gesamt- 
Nr. mg ag A&Cl piweis Metall 48°! | piweis| Metall 7. 
40 ungeschoren . 6 57.80 31,18 11,02 0,836 0,451 0,159 1,446 
41 “ 6 39,20 24.92 35,88 9.436 0,277 0,399 1,112 
44 : 6 33,44 37,04 29.52 0.282 0,314 0,250 0,846 
59 pe 6 39.09 27,00 34,00 0.259 0,183 0,221 0,663 
42 e 12 42.67 21,33 36.00 0491 | 0.245 0,414 1,150 
43 ye 12 33.46 29,62 45,92 0.381 0.235 0,522 1,138 
46 “ 12 37.12 33.33 29.55 0.404 0.363 0,322 1,089 
58 - iG 12 45.57 18.57 36,29) 0,514 0205 0,419) 1,129 
Mittel ungeschoren 42.01 26,52 31,47 0,450 0,284 0,337 1,071 
47 geschoren . . . 6 42.49 | 36,26 21,25 0,632 0,540 0,316 1,458 
48 pe i 6 51.90 18,84 2926. 0.823 | 0.291 0,483 1,597 
60 ‘i oo 6 45.93 29.19 24.88 0.576 | 0,366 0,312 1,524 
50 ar 12 84.78 | 44.13 21.09 0,724 | 0.919 0,439 2,082 
51 ‘. a ea 12 37.00 | 22.41 40,59 0,309) 0,185 0,338 0.823 
57 Z ee 12 88.22 | 23.56 38,22 0,377 | 0.232 0,377 0,986 
Mittel veschoren . 41,72 30,78 27.50 0,572 0,422 0,877 1,371 
MS Scare » 41.84 2858 2958 0,592 0,343 0,355 1,200° 
Tabelle XX. 
Milz der mit Hg-Lampe bestrahlten Ratten. 
1 2 3 4 5 6 7 . 9 
Ratte mit ee Pare . 
Ag- Ag- : Ag- Ag- | Gesamt- 
Nr. mg Ag’ || 4&°! piweis Metall 4®! Eiweis Metall “ae. 
40 ungeschoren . . 6 | 87,38 44,28 18,34 1.857 2,199 0,911 4,967 
41 3 ha 6 46,04 30,93 23,98 2,525 1,696 1,262 5,483 
44 a as, 6 89,12 32.27 28.61 1,507 1,239 1,098 3,844 
59 ¥ bin 12 58,13 26.11 15.76 1,181 | 0,532 0,321 2,034 
42 ‘ ae 12 37.11 33.83 29,56 1,751 1,572 1,394 4,717 
43 A mas 12 40.00 40.00 20,00 3,275 3,275 1.637 8,187 
46 ee By hy 12 54.72 29.53 15.75 2.199 1,187 0,633 4,019 
58 e =e 12 50,48 24.81 | 24,81 0877 0,430 0.4380 1,737 
Mittel ungeschoren 43.34 34,68 | 21.98 1,896 1,516 0,961 4.373 
47 geschoren ... 6 141.15 34,73 | 24,12 1,861 1,534 1,065 4,460 
48 4 | ey 6 52.44 28.44 19,12 2,921 1,584 1,064 5,569 
60 ‘ ¢ wk 6 52.24 21.64 2612 0,919 0,381 0,459 1,759 
50 ‘ 3. ae 12 39.20 | 32.23 28.57 2.231 1,834 1,627 5,692 
51 v oak 12 89.05 27.62 33,33 1,431 1,012 1,221 3,664 
57 "i Per as 12 61.14 2228 1658 0.794 0,289 0,215 1,298 
Mittel geschoren . 45.26 29.56 25.18 1.693 1,106 0,941 3,740 


eee 44,10 | 32,67 23,23 1,809 1,340 0,953 4,102 
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Tabelle XXIJ. 
Herz der mit Hg-Lampe bestrahliten Ratten. 
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Ratte 


Nr. 


40 ungeschoren . 
41 ‘ 

44 . 

59 

42 

43 

46 

58 ‘ 

Mittel ungeschoren 


47 geschoren . 


48 
60 
no - 
51 = 
ay) 


Mittel geschoren 
Mittel . 


Lunge der mit Hg 


9 


Gespritzt 
mit 


mg Ag’ 


Als 


AgCl 


44.56 
41,86 
39,27 
52,94 
50.00 
50.00 
41,45 
47,78 
46,42 
44.03 
47,96 
54,72 
51,66 
37,64 
56,51 
49,51 


47,74 


4 5 


® 5 vom Gesamt-Ag 


Ag- Ag- 
Eiweifi Metall 
38,86 16,58 
37,60 20,54 
39,27 21,46 
21,08 25,98 
28,67 21,33 
31,49 18,60 
41,45 17,10 
26,11 26,11 
33,07 20.51 
32,09 23.88 
30,49 21,55 
22.64 22,64 
38,67 9,67 
31,18 31,18 
28,57 14,62 
81,19 19,30 
32.28 19,98 


Tabelle XXII. 


6 


mg-° 


AgCl 


1,494 
1,269 
0.955 
1,408 
1,761 
2.659 
1,220 
1,115 
1.485 


1,411 
1,416 
1,837 
2.050 
0.736 
1,847 
1.549 
1,513 


_ 


des Herzens als 


Ag- Ag- 
Eiweiii Metall 


1.303 0.556 
1,140 0,623 
0955 0.524 
0.561 0.691 
1,009 0,751 
1.669 0.989 
1.220 0.503 
0.609 0.609 
1.058 0.656 
1.929 0.766 
O.988 0.634 
0.760 0.760 
1.535 0,384 
0.610 O610 
0.937 0,469 
0.976 0.604 
1,023 0,633 


-Lampe bestrahlten Ratten. 


o Ag’ des Frischgewichts 


Gesamt- 


Ag 


3,353 
3.032 
2.434 
2.660 
3,521 
5.317 
2.943 


2 
900 


trot 


3.199 
3,206 
3.038 
3,357 
3.969 
1.956 
8.253 
3,129 


3,169 





Ratte 


Nr. 


40 ungeschoren . 


41 = 
44 va 
59 "4 
42 m 
43 
46 - 
58 Ps 


Mittel ungeschoren 


47 geschoren . 


48 “ 
50 
51 
57 > 


Mittel geschoren 
Mittel . 


9 


Gespritzt 
mit 


mg Ag’ 


3 


Als 95 


AgCl 


34.51 
25,17 
44,29 
26,11 
31,97 
72.76 
47.94 
40,93 
49,56 


51,36 
53,36 
36,16 
43,73 
47,25 
47,02 
48.43 


4 > 


vom Gesamt-Ag 


Ag- Ag- 
Eiweif Metall 
34.51 30,98 
30.95 43,88 
37,27 18,44 
31.53 42.36 
31,97 36,06 
18.23 901 
32.22 19,85 
40.93 18,14 
28,97 21,47 
35,19 13,45 
32,32 14,32 
33,33 30,51 
34,83 21,44 
29,12 | 23,62 
32,63 20,35 
30,61 20,96 


6 


. 


mg-°,, Ag’ des Frischgewichts 


AgCl 


0,506 
0,183 
0.581 
0.068 
0,482 
2.823 
0.343 
0,460 


0,681 
0.806 
1,002 
0,417 
0,565 
0,472 
0,709 


0.693 


der Lunge als 


Ag- Ag- 
Eiweifi Metall 
0,506 0,454 
0,225 | 0.319 
0,490 0.240 
0,082 0.110 
0,482 0,543 
0,709 | 0.348 
0,231 0,142 
0.460 | 0.204 


0.398 0295 
0.552 | 0,211 
0,607 | 0,269 
0,384 | 0,352 
0,459 | 0,277 
0,291 0,236 
0.492 0,307 
0.438 0,300 


Gesamt- 
Ag 


1.466 
0.727 
1,311 
0.260 
1.507 
3.880 
0,716 
1,124 
1,374 
1.569 
1.878 
1.153 
1,292 
0,999 
1.508 


1,451 
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Tabelle XXIII. 





L. Pincussen u. W. Roman: 


Haut der mit Hg-Lampe bestrahlten Ratten. 





1 2 3 4 5 


Gespritzt 


Als 9/5 vom Gesamt-Ag 


6 7 8 9 





mg-°;, Ag’ des Frischgewichts 
der Haut als 




















mit saiines 
o | he | oe m Ag- Ag- | Gesamt- 

Nr. mg Ag AgCl Fiweib Metall AgCl Eiweis Metall ‘ _ 

40 ungeschoren . 6 53,52 21,40 25,08 1,212 0,485 0,568) 2,265 
41 a 6 | 4267 32,33 25,00 0,888 | 0,673 0,520 2,081 
44 ‘ 6 538.51 28,76 17,73 0,648 | 0,848 0,215) 1,211 
59 i 6 | 44,56 22,28 33.16 1,208 | 0,694 0,899 > 2,711 
42 ‘ 12 | 42,29 38,71 19,00 1,995 | 1,002 | 0,492 2,589 
43 “ 12 | 58.37 24,90 16,73 1,765 0,753 0,506 3,024 
46 ve 12 ! 57,01 00,90 43,99 0,744 0,000 0,568 1,312 
Mittel ungeschoren | 49,77 | 25,44 24,79 1,080 0,552 0,538 | 2,170 
47 geschoren. . . 6 | 42.78 | 34,22 23,00 0,899 0,719 0,483) 2,101 
60 i S es 6 | 62,44 | 20,60 16.96 1,704 0,564 0,458 2,726 
50 " ae” 12) | 51,61 31,29 17,10 0,789 | 0,479 0,262 1,530 
51 ‘ hae 12 | 57,92 23,98 18,19 1,182 0,458 0,346 1,936 
57g + + | 12 _| 4088 | 14,88 44,20 | 1,004 | 0,866 1,089 2.459 
Mittel geschoren . | | 51,44 24,05 | 24,51 | 1,106 | 0,517 | 0,527! 2,150 
piglet a Seat | 50,49 94,85 24,66) 1,091 0,537 0,533) 2,161 

i 
Tabelle XXIV. 
Haare der mit Hg-Lampe bestrahlten Ratten. 

1 2 3 4 5 6 7 . ; 8 

Gespritzt Als °/o vom Gesamt-Ag mg-%lo —s 

Ratte mit i eee = 
Ag- - . Ag- Ag- Ges - 

Nr. mg Ag ABC Riweis Mesut | 48C! | nivSia | meta | ac 
40 ungeschoren . . 6 87,76 2448 37,76 2,604 1,727 2,604 6,935 
41 " 6 25,43 18,88 55,69 2,722 2,925 5,760 10,507 
44 ‘ 6 || 34,72 29,58 44,70 1,394 0,826 1,794 4,014 
42 jn 12 | 46,33 | 28,67 25,00 2,704 1,673 1,459) 5,836 
43 * 12 48,27 40.00 11,73 5,156 4,249 1,218 10,623 
46 m 12 66,67 33,33 00,00 1,850 0,925 0,000 2,775 
5B, ~=—S ie | 12 | 87,84 | 25,82 | 87,84 1,905 | 1,280 1,905 5,090 
Mittel ungeschoren 40,05 | 27,75 | 32,20 2,619 1,815 2.106 6,540 
47 geschoren. . . 6 80,12 | 43,16 | 26,72 1,511 2,165 1,340 5,016 
60 " ee 6 46,61 | 30,09 23,30 1,890 1,220 0,945 4.055 
50 = ghee 12 67,89 | 19,85 | 12,26 1,978 0,576 0,348 2,902 
51 . ae 12 51,95 | 22,63 | 26.32 1,378 | 0,611 0,710, 2.699 
57 3 ae 12 47,79 33,19 19,02) 1,998 1,825 0,760 | 3,993 
Mittel geschoren . | 44,68 32,70 | 22,62 | 1,727 1,264 0,874 3,865 
a ee 41,90 28,86 29,24 || 2,250 1,550 1,570 5,370 











thts 





amt- 
Ag 


265 
81 
11 
‘il 
89 


imt- 


935 
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Das Verhiltnis der drei Silberfraktionen in den einzelnen Teilen. 


Das Verhiltnis der drei Fraktionen in jedem einzelnen Organ 
des unbestrahlten Tieres ist von der eingespritzen Silbermenge im 
allgemeinen unabhangig, wie die Tabellen I bis VIII und die daraus 
gezogenen Mittel zeigen. Stellen wir diese Mittel der Tabellen I bis VIII 
zusammen, wie in Tabelle X XV, so zeigt sich, daB bei simtlichen unter- 
suchten Organen mit Ausnahme der Leber der Anteil des Silbersalzes 
die beiden anderen Silberfraktionen erheblich iibertrifft. Die Salz- 
fraktion (AgCl) Lbetragt bei den Nieren 40°, und bei Haut und Blut 
sogar tiber 50°, des gesamten in dem entsprechenden Organ enthaltenen 
Silbers. Ganz anders stellt sich die Leber dar. Hier ist der iiberwiegende 
Anteil das Ag-EiweiB mit 44°, dann kommt das Ag-Metall mit 32° 
und das Silbersalz betragt nur 24%. 


Tabelle XXV. 


Verhaltnis der Ag-Fraktionen bei unbestrahlten Tieren. 





Organ Ag Cl Ag-Eiweib Ag- Metall 
Se ie 53.84 23.15 23,01 
Leber ..... , 24,28 43.96 31,76 
Nieren. §...+4 + 40,56 27.55 31,89 
pe ee 47,85 25,34 26.91 
BS Ss ee 48,23 30,88 20,89 
a a 49,87 30,78 19,35 
_ a 52,68 26,83 20,49 
eee 46,77 21,32 31,91 


Wenn wir zunachst diese Tatsache bei der Leber zu deuten versuchen, 
so miissen wir annehmen, daB der gr6Bte Teil des in die Leber gelangenden 
Silbers von dieser zundchst durch Bindung an Eiweil} festgehalten 
wird, und ein Teil dieses an EiweiB gebundenen Silbers durch Reduktion 
zum Metall als solches in den Zellen abgelagert wird. Diese Verarbeitung 
des eingespritzten Fremdkérpers scheint nun in erster Linie oder fast 
nur der Leber zuzukommen. Das Blut ist Organ und Transportmittel: 
Sein Gehalt an den verschiedenen Fraktionen diirfte demnach nur 
zum Teil auf Verarbeitung des eingespritzten Fremdkérpers zuriick- 
zufiihren sein, wir méchten daher auch die 23°, an Eiweib gebundenen 
Silbers, die im Blut gefunden wurden, wenigstens zum Teil, einem 
Abtransport desselben aus einem Organ, am wahrscheinlichsten wohl 
der Leber, zuschreiben. Unerklart bleibt jedoch der fast ebenso hohe 
Anteil des metallischen Silbers im Blute, wenn man auch daran denken 
kénnte, daB dieser aus der Milz stammt, die ja auch eine Ahnliche 
Verteilung der drei Fraktionen aufweist, wie das Blut, mit einem nur 
gering erniedrigten Salzgehalt und dafiir ein wenig erhéhtem Eiweib- 
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und noch mehr erhdhtem Metallgehalt gegeniiber dem Blut. Einen 
besonders hohen Gehalt an metallischem Silber zeigen neben der Leber 
noch Nieren und Haare. Bei den Nieren laéBt sich hierfiir keine Er- 
klarung finden, jedoch sind bei diesen die Verhaltnisse infolge ihrer 
Funktionen als Ausscheidungsorgan ja iberhaupt etwas ungeklart. Der 
hohe Metallgehalt der Haare im Gegensatz zum niedrigen Metallgehalt 
und hohen Salzgehalt der Haut liBt sich vielleicht aus der stark redu- 
zierenden Fahigkeit der Haare, bedingt wohl im wesentlichen durch 
ihre S-Verbindungen, deuten. Den geringsten Metallgehalt weisen 
Lunge und Herz auf, es ist ja auch anzunehmen, dab diese Organe nur 
sehr bedingt eine Verarbeitung des Fremdkérpers vornehmen — der 
verhaltnismaBig hohe LKiweib-Silbergehalt in diesen Organen 1aBt 
sich wohl auf ihre Blutdurchstrémung zuriickfiihren —, sie werden 
also das Bestreben haben, das Silber méglichst als EiweiB-Silber wieder 
auszuschwemmen, oder so weit das nicht geht, als Metall abzulagern. 
Diese Organe haben ja auch, wie die spatere Betrachtung der Ab- 
solutverteilung des Silbers auf die Organe zeigen wird, den absolut 
niedrigsten Silbergehalt. 


Der Einflu8 der Bestrahlung auf das Verhiiltnis der drei Silberfraktionen 
in den einzelnen Organen. 

Die Bestrahlung mit der Vitaluxlampe wurde in vier verschiedenen 
Formen angewandt: 1) 1 Stunde Bestrahlungsdauer und 70 em Abstand, 
2) 14/, Stunden und 70 cm, 3) 1 Stunde und 50cm und 4) 14/, Stunden 
und 50cm. Hierbei stellt die einstiindige Bestrahlung in 70 em Abstand 
die schwachste und die 17/,stiindige Bestrahlung in 50 em Abstand die 
stirkste Dosierung dar. Nimmt man die schwachste Bestrahlung zu 
1 an, so entsprechen die anderen Dosierungen den Werten 1,5, 2, 3. 

. Die Gesamtmenge des dem Tiere eingespritzten Silbers spielt fiir 
das Verhaltnis der drei Silberfraktionen zueinander in jedem einzelnen 
untersuchten Organ keine Rolle, wie wir schon bei den unbestrahlten 
Tieren gesehen hatten. Diese Tatsache wird auch weder durch Be- 
strahlung mit der Vitaluxlampe, noch durch Bestrahlung mit der 
Quecksilberlampe geaindert, wie die Tabellen IX bis XVI und XVII 
bis XXIV zeigen. Dagegen verhalten sich geschorene und ungeschorene 
Tiere, sowohl der Bestrahlung mit Vitaluxlampe, als auch der mit Queck- 
silberlampe gegeniiber vollkommen verschieden. Da die verschieden- 
artige Dosierung des weiben Lichtes auch nur bei ungeschorenen Tieren 
angewandt wurde, sollen zundchst nur die mit Vitaluxlampe bestrahlten 
ungeschorenen Tiere betrachtet werden. 

Die Mittelwerte fiir die mit verschiedenen Dosen weifben Lichtes 
bestrahlten Tiere sind nach den Tabellen [IX bis XVI fiir die einzelnen 
untersuchten Organe in Tabelle XXVI zusammengestellt. Es zeigt 
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sich, daB durch die schwachste Dosierung zunachst bei samtlichen 
Organen, Leber, Nieren, Herz, Lunge, Milz, der Gehalt des metallischen 
Silbers stark abgenommen hat, zugunsten des Eiweib-Silbers bei Leber 
und Nieren und des Silbersalzes bei Herz, Lunge und Milz. Bei Haut 
und Haaren hingegen ist der Anteil des metallischen Silbers bei dieser 
ersten Dosierung gewaltig gestiegen und beim Blut gegeniiber dem 
unbestrahlten Tiere unverandert geblieben. Es findet also wohl bei 
dieser schwachen Dosierung eine Anregung der Organe zur Mobilisierung 
des abgelagerten Metalls statt, die sich naturgemaB bei der Leber, aber 
auch bei den Nieren, in der Zunahme des EiweiB-Silbers 4uBert. Die 
Zunahme des Silbersalzes durch diese Mobilisierung bei Herz, Lunge 
und Milz laBt sich vielleicht durch die Bildung léslicher Silbersalze 
erklaren, die bei unserem Analysengang naturgemaB mit als AgCl 
gefaBt werden. Bei der nachst starkeren Dosierung (17/,stiindige Be- 
strahlung in 70cm Abstand) tritt ein Riickschlag ein, es werden groBe 
Mengen metallischen Silbers niedergeschlagen, und zwar ist diese: 
Riickschlag am deutlichsten bei Nieren, Herz und Lunge, eventuell 
Blut, wihrend Leber und Milz ebenso wie Haut und Haare hier einen 
beginnenden <Ausgleich zwischen den drei Silberfraktionen zeigen. 
Dieser Ausgleich schreitet bei noch starkerer Bestrahlung, besonders 
bei der Leber, noch weiter fort. Bei der Leber ist nach der starksten 
Dosierung der Silbersalzgehalt gleich dem Silber-EiweiB gleich dem 
Silber-Metall. Bei den anderen Organen ist dieses nicht so deutlich: 
Bei diesen bildet sich ebenso wie bei Blut, Haut und Haaren nach 
der starksten Bestrahlung ein Gleichgewicht zwischen den drei Frak- 
tionen heraus, das dem bei den unbestrahlten Tieren grundsitzlich 
ihnlich ist, wenn es auch in einzelnen Punkten von diesem abweicht. 
So ist bei den Nieren der Metallgehalt sehr viel geringer (halb so groB 
als beim unbestrahlten Tier) und das Silbersalz gewaltig erhéht, wohl 
unter Bildung eines léslichen Silbersalzes zur Ausscheidung des Fremd- 
kérpers aus dem Organismus. Bei Herz und Lunge sind Silbermetall 
und Silbersalz gegeniiber den Organen des unbestrahlten Tieres erhdht 
unter Erniedrigung des Silber-EiweiBes, was ja auch ziemlich ver- 
stindlich ist, da eine Verarbeitung desselben fiir diese beiden Organe 
wohl nicht in Frage kommt. Bei Blut und Milz ist kaum ein Unter- 
schied gegeniiber dem unbestrahlten Tier. Dagegen zeigen Haare und 
besonders auch Haut einen erheblichen Anstieg des metallischen Silbers, 
so daB also durch die Bestrahlung das Silber hier bis zum Metall reduziert 
und als solches in stiérkerem MaBe als beim unbestrahlten Tiere als 
Metall abgelagert wird. 


Stellen wir nun dieser starksten Dosierung das Gesamtmittel aus den 
Ergebnissen bei sémtlichen ungeschorenen Tieren, also gewissermaBen 
das ,,Integral‘‘ iiber die immer stérker werdende Strahlungswirkung, 
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gegeniiber, wie dies in Tabelle XXVII geschehen ist, so sehen wir, daB 
sich hierbei fiir Blut, Milz, Haut und Haare keine groBen Unterschiede 
zwischen dem Gesamtmittel und der starksten Dosierung ergeben, daB also die 
Bestrahlung auf diese Teile des Organismus fast durchweg in gleicher Richtung 
wirkt. Anders ist es jedoch bei Leber, Nieren, Herz und Lunge, hier fiihrt 
das ,,Integral‘* zu einem anderen Ergebnis als die starkste Dosierung. 
Die geringste Abweichung zeigen noch Herz und Lunge, wahrend auf Leber 
und Nieren die Bestrahlung je nach der Dosierung verschieden einwirkt. 

Betrachten wir nun das Verhiltnis der drei Silberfraktionen bei 
den geschorenen Tieren, so ergibt sich zum Teil ein vollkonmmen anderes 
Bild als bei den ungeschorenen Ratten; vgl. hierzu die Tabelle XXVIII, 
in welcher die Mittelwerte aus den Tabellen I bis XXIV fiir geschorene 
und ungeschorene Ratten ohne Bestrahlung und nach Bestrahlung mit 
Vitalux- und Quarzquecksilberlampe zusammengestellt sind. Am 
starksten sind die Unterschiede wieder bei der Leber. Wahrend bei 
den ungeschorenen Tieren nach einstiindiger Bestrahlung in 50cm 
Abstand die Anteile an Silbersalz und SilbereiweiB etwa gleich waren, 
unter gleichzeitiger Verminderung des metallischen Silbers gegeniiber 
den unbestrahlten Tieren, ist bei den geschorenen Tieren bei gleicher 
Bestrahlungsdauer und gleichem Bestrahlungsabstand die Metall- 
fraktion gewaltig erhéht, waihrend die Eiwei$fraktion nur die Hialfte 
der bei den unbestrahlten Tieren gefundenen ausmacht. Umgekehrt 
verhalten sich die Nieren. Bei diesen ist der Silbersalzgehalt noch iiber 
den beim unbestrahlten Tiere erhéht, wahrend die Metallfraktion 
erniedrigt ist. Bei Herz, Lunge, Milz und Haut ist das Verhaltnis der 
drei Silberfraktionen bei den geschorenen, einstiindig in 50 cm Abstand 
bestrahlten Tieren etwa das gleiche wie bei den unbestrahlten Tieren. 
Bei Blut ist dieses Verhaltnis et wa das gleiche wie bei den ungeschorenen 
Tieren mit gleicher Bestrahlungsdauer und gleichem Abstand. Etwas 
anders ist das Verhialtnis bei den Haaren, bei denen zwar die Silbersalz- 
fraktion nur gering gegeniiber den unbestrahlten Tieren erhéht ist, 
das Verhialtnis zwischen Ag-EiweiB und Ag-Metall jedoch gerade um- 
gekehrt ist wie bei den unbestrahlten Tieren. 

Wesentlich anders als die Einwirkung der Bestrahlung mit der 
Vitaluxlampe, die ja Strahlen des ganzen sichtbaren Spektrums mit 
geringer Beimischung von Ultraviolett enthalt, ist die Wirkung bei der 
Bestrahlung mit der Quarzquecksilberlampe, bei welcher die Queck- 
silberlinien im Ultraviolett die hauptsichlich wirksame Strahlung 
darstellen. (Bestrahlt wurde stets 60 Minuten in 50cm Abstand.) Die 
Differenz zwischen geschorenen und ungeschorenen Tieren ist hier 
nicht so stark wie bei der Vitaluxlampe, wenn auch bei einzelnen Teilen 
erhebliche Abweichungen festzustellen sind (vgl. Tabelle XXVIII). 
Am starksten ist die Einwirkung wieder bei der Leber, bei der die 
Ag-EiweiBfraktion gegeniiber dem unbestrahlten Tiere sehr stark 
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abgenommen hat, und zwar bei den ungeschorenen ‘Tieren im wesent- 
lichen zugunsten der Silbersalzfraktion, wihrend das Ag-Metall etwa 
auch auf die Hohe der Ag-Eiweibfraktion abgesunken ist. Beim ge- 
schorenen Tiere dagegen ist unter noch stirkerer Reduktion des Ag- 
EiweiBes die Ag-Metallfraktion auf dieselbe Hohe gestiegen, die das 
Ag-EiweiB beim unbestrahlten Tiere erreicht, wahrend das Silbersalz 
gegenitiber dem unbestrahlten Tiere gleichfalls erhéht ist, jedoch nicht 
so stark wie beim ungeschorenen Tiere. Die stark mobilisierende 
Wirkung der Bestrahlung mit der Hg-Lampe wird also beim geschorenen 
Tiere, bei welchem eine starkere Energiemenge die Haut direkt durch- 
dringt, durch die reduzierende Wirkung der Bestrahlung tiberlagert. 
Anders ist die Wirkung beim Blute, bei dem der Gehalt an Ag-Eiweil 
etwa ebenso hoch ist, wie beim unbestrahlten Tiere, wiaihrend das 
Silbersalz zugunsten des metallischen Silbers verringert ist. Diese 
Verschiebung ist umgekehrt wie bei der Leber, stirker beim un- 
geschorenen als beim geschorenen Tiere. Bei den Haaren wiederum 
findet eine Erhéhung der Eiweibfraktion statt, beim ungeschorenen 
Tiere zuungunsten der Silbersalzfraktion und beim geschorenen Tiere 
zuungunsten der Ag-Metallfraktion. Bei den itibrigen untersuchten 
Teilen ist die Einwirkung der Bestrahlung mit Quarzquecksilberlamp« 


nur sehr gering. 


Verteilung des Gesamtsilbers auf die einzelnen untersuchten Bezirke und 
ihre Anderung durch Bestrahlung. 

Die in jedem untersuchten Bezirk gefundene Silbermenge jedei 
der drei Fraktionen wurde addiert und so das Gesamtsilber in y Ag in 
den untersuchten Organen festgestellt. Um das gesamte Silber, das 
im Gesamtblut des Tieres vorhanden ist, zu erhalten, wurden die in 
der untersuchten Blutmenge gefundenen y Gesamt-Ag auf das Gesamt- 
blut des Tieres umgerechnet, unter Zugrundelegung der Relation 
Gesamtblutgewicht = !/,, Kérpergewicht. Fiir Haut und Haare wurde 
die gefundene Silbermenge ebenso auf das Gesamtgewicht der Haut 
bzw. der Haare des Tieres bezogen. Auf diese Weise erhielten wir das 
Gesamtsilber in jedem untersuchten Teile. Die Mittelwerte fiir das 
hierdurch festgestellte Gesamtsilber in den einzelnen Organen der 
Tiere jeder Versuchsgruppe (unbestrahlte Tiere, mit Vitaluxlampe 
bzw. mit Quarzquecksilberlampe in verschiedenem Abstand und ver- 
schiedener Zeitdauer bestrahlte Tiere und von jeder Gruppe mit 6 bzw. 
12 mg gespritzte Tiere) sind in Tabelle XXIX zusammengestellt!. Die 


1 Die Werte sind zur Raumersparnis nicht fiir jedes einzelne Tier 
angegeben, weichen jedoch im allgemeinen von den in Tabelle XXIX 
angegebenen Mittelwerten wenig ab. Die Abweichung ist hierbei geringer 
als bei den in Tabellen I bis XXIV angegebenen Zahlen. 
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in jedem untersuchten Teile gefundenen Silbermengen wurden addiert 
und so das gesamte bei jedem Tiere wiedergefundene Silber erhalten. 
Die Mittelwerte dieser Summen fiir jede Gruppe von Tieren sind in 
der letzten Spalte der Tabelle XXIX angegeben. 

Diese Summe des in simtlichen Teilen wiedergefundenen Silbers 
ist nun entgegen der Erwartung bei den mit 6 mg Ag gespritzten Tieren 
fast durchweg hoéher als bei den mit 12 mg Ag gespritzten Tieren. Es 
hat also den Anschein, als ob der Organismus nur eine gewisse Menge 
des Fiemdkérpers festhalten und eventuell durch Ablagerung un- 
schadlich machen kann, wahrend er beim Einspritzen gréferer Mengen 
nicht nur die dariiber hinausgehende Menge, sondern mehr noch als 
beim Empfang der kleinen Menge wieder ausscheidet. Bestatigt wurde 
diese Auffassung auch durch einen Versuch, bei dem einem Tiere mehrere 
Tage hintereinander gréBere Silbermengen eingespritzt wurden, ohne 
daB jedoch nach der Tétung des Tieres wesentlich gréBere Silbermengen 
in den untersuchten Teilen gefunden wurden als bei den einmal mit 
6 mg gespritzten Tieren. 

Besonders deut lich sieht man auBerdem die Wirkung der Bestrahlung 
an der GréBe dieser Summe bei bestrahlten und unbestrahlten Tieren. 
Die Summe ist am héchsten bei den unbestrahlten Tieren. Bei der 
schwachsten Strahlendosis ist die Summe fiir die mit 6 mg Ag’ gespritzten 
Tiere von 439y auf 374 y (s. Tabelle XXIX, Kolumne 2 und 4), also 
um etwa 13°,, herunter gegangen, bei der nachst stirkeren Strahlen- 
dosis (50cm Entfernung, 1 Stunde, Vitaluxlampe) betragt sie noch 
319 y Ag’, also weitere 20°,, Abnahme. Nach 1'/,stiindiger Bestrahlung 
in 50cm Entfernung mit Vitaluxlampe hat die Summe Ag’ um weitere 
etwa 7%, abgenommen. Die Bestrahlung beférdert also, mit starkerer 
Dosierung zunehmend, die Ausscheidung des injizierten Silbers. Wir 
sehen hier genau so wie vorher bei der Verteilung des Silbers auf die 
drei Fraktionen im einzelnen Organ, da die langer dauernde Be- 
strahlung unter sonst gleichen Bedingungen eine Anderung hervorruft, 
die geringer ist, als eine Proportionalitat zwischen Bestrahlungsdauer 
und -einwirkung entsprechen wiirde. Noch deutlicher ist das bei 
der 17/,stiindigen Bestrahlung in 70cm Abstand (s. Kolumne 7). Hier 
ist sogar ein geringer Anstieg gegeniiber dem Wert nach der ein- 
stiindigen Bestrahlung (s. Kolumne 5), beides bei mit 12mg Ag 
gespritzten Tieren, festzustellen. Sehr viel stirker ist dagegen der 
Abfall nach der Bestrahlung beim geschorenen Tiere (siehe Kolumne 9). 

Geringer ist der Einflu8 des Scherens auf die Wirkung der Be- 
strahlung mit der Quecksilberlampe, wie das ja auch schon bei der 
Verteilung auf die drei Fraktionen weiter oben festgestellt wurde. 
Hier ist bei den mit 6 mg Ag’ gespritzten Tieren die Summe bei den 
geschorenen Tieren um etwa 15%, kleiner als bei den ungeschorenen, 
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bei den mit 12 mg Ag’ gespritzten geschorenen Tieren um etwa 7°, 
groBer als bei den ungeschorenen Tieren (vgl. Kolumnen 10 bis 13). 

Gleichzeitig aber sieht man, daB die Wirkung der von der Quarz- 
quecksilberlampe ausgesandten Strahlen bei gleicher Bestrahlungs- 
dauer und gleichem Abstand eine viel gréBere ist als die der Strahlung 
der Vitaluxlampe. Die Summe Ag betragt bei den ungeschorenen, mit 
6 mg gespritzten Tieren 233 y Ag nach Bestrahlung mit Hg-Lampe 
gegeniiber 319 y Ag nach Bestrahlung mit Vitaluxlampe, also um 
etwa 30°, weniger (vgl. Kolumne 6 und 10). Die Summe Ag ist 
auBerdem bei den mit Hg-Lampe bestrahlten Tieren nur etwa halb 


so groB, wie bei den unbestrahlten Tieren (vgl. Kolumne 2 und 10). 


Um nun die Verteilung des Gesamt-Ag auf die einzelnen untersuchten 
Organe zu erkennen, berechneten wir die Gesamt-Ag-Mengen fiir jeden 
einzelnen untersuchten Teil als Prozente von der Gesamtsumme des 
in den untersuchten Organen des Tieres wiedergefundenen Silbers. 
Die Mittelwerte dieser Prozentzahlen sind in Tabelle XXX wieder in 
derselben Weise wie die absoluten Zahlen in Tabelle X XIX angegeben. 

Man sieht, dab die gréBte Silbermenge von der Leber aufgenommen 
wird. In der ibrigen Verteilung verhalten sich die mit 6 mg und die 
mit 12 mg Ag’ gespritzten Tiere verschieden. Die geringste Silbermenge 
befindet sich im Blute. Auffailend hoch ist, besonders bei den mit 
12 mg Ag’ gespritzten Tieren, der Silbergehalt von Lunge und Herz. 

Bei der Bestrahlung andert sich diese Verteilung auf die einzelnen 
untersuchten Organe, ahnlich wie die Gesamtsumme des _ wieder- 





gefundenen Silbers. Hierbei ist zu bemerken, daB im allgemeinen der 
Gehalt der Leber ab- und der Gehalt von Blut, Haut und Haaren mit 
wachsender Bestrahlungsintensitét zunimmt, wahrend Nieren, Milz, 
Herz und Lunge in ihren Anteilen am Gesamtsilber im allgemeinen 
gleich bleiben bzw. geringen Schwankungen unterliegen. 


Zusammenfassung. 


Mannlichen erwachsenen Ratten wurden 6 bzw. 12 mg Silber in 
Form einer 0,5°,igen Silbersulfatlésung eingespritzt. 24 Stunden 
nach dem Einspritzen wurden die Tiere geté6tet und in Leber, Nieren, 
Milz, Herz, Lunge, Blut, Haut und Haaren der Gesamtsilbergehalt, 
sowie die Verteilung des Silbers auf die drei Fraktionen Silbersalz, 
EiweibB-Silber und metallisches Silber bestimmt. 


Festgestellt wurde: 


1. DaB die Summe des in simtlichen Teilen wiedergefundenen 
Silbers bei den mit 6 mg Ag’ gespritzten Tieren gr6éBer ist als bei den 
mit 12 mg Ag’ gespritzten. 
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la. DaB diese Summe nach Bestrahlung mit zunehmender Strahlen- 
dosis abnimmt. Die Abnahme ist starker bei der Bestrahlung mit der 
Quarzquecksilberlampe als bei der Bestrahlung mit der Vitaluxlampe. 

2. DaB der gréBte Anteil an dieser Summe sich in der Leber wieder- 
findet, wahrend das Blut den geringsten Anteil hat. 

2a. DaB diese Verteilung des Gesamtsilbers in den einzelnen 
untersuchten Teilen durch Bestrahlung dahingehend geandert wird, 
daB mit zunehmender Bestrahlungsdosis der Gehalt der Leber sowohl 
absolut wie auch im Vergleich mit den iibrigen untersuchten Teilen 
abnimmt; bei Nieren, Milz, Herz und Lunge findet eine geringere 
absolute Abnahme, bei Blut, Haut und Haaren keine absolute Abnahme, 
also eine Zunahme statt. 

3. Die Verteilung des Silbers in jedem einzelnen untersuchten 
Organ zeigt, daB die Gesamtmenge bei normalen Tieren stets als Silber- 
salz vorliegt mit Ausnahme der Leber, bei der das Eiweib-Silber den 
Hauptanteil hat. 

3a. Bei Bestrahlung andert sich diese Verteilung dahingehend, 
daB bei mittlerer Strahlendosierung eine Verschiebung zugunsten 
léslicherer Silberverbindungen, also im wesentlichen in Richtung zum 
Silber-EiweiB stattfindet, waihrend bei starker Bestrahlung die Ver- 
schiebung zu einem Anwachsen des metallischen Silbers fiihrt. Am 
deutlichsten sind die Wirkungen der Bestrahlung an der Anderung 
der Verteilung des Silbers in der Leber erkennbar., 

4. Auf Tiere mit geschorenem Riicken wirkt die Bestrahlung 
starker ein als auf die ungeschorenen Tiere. 
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Salze und Eiweibstoffwechsel. 


Von 
Elisabeth Gerhartz (Rheinbach). 


(Eingegangen am 12. Juli 1931.) 


Wir wissen seit langem, daB enge Beziehungen der Elektrolyte zu 
den Kolloiden, im besonderen zum Eiwei8, vorhanden sind. Unbekannt 
aber ist, wie sich der EiweiBumsatz des unbeeinfluBten Tieres unter 
Elektrolytmangel und -zufuhr verhalt!. Die Untersuchungsergebnisse 
dirften heute interessieren, weil die Bedeutsamkeit der Elektrolyte 
fiir den Ablauf der Lebensprozesse sich immer klarer erweist. Wenn 
auch die Zugehérigkeit anorganischer, keine Energie produzierender 
Substanzen zu den energetisch wertvollen EiweiBstoffen physikalisch 
nur in der Form einer Adsorption zutage treten sollte, so ist sie doch 
lebensnot wendig. , 

Uber die inneren Ursachen der notwendigen Zusammenarbeit von 
EiweiB- und Mineralstoffen ist wenig bekannt. Wir wissen, daB namentlich 
die Oxydationsprodukte von Phosphor. Schwefel und Calcium nahe Be 
ziehungen zu EiweiB und Nucleinen unterhalten, daB gewisse Salzl6sungen 
fiir die Lésung von Globulinen wertvoll sind, daB Na-, Ca- und K-Ionen 
fiir die rhythmische Tatigkeit der kontraktilen Gewebe unentbehrlich 
sind. Da die Kohlenhydratoxydation unter dem Einflu8 von Tonen 
darreichung Anderungen eingeht, liegt es nahe, eine gleiche Wirkung fii 
die EiweiBstoffe anzunehmen. 


Die vorliegende Untersuchung stellte sich — in Verfolgung Zuntz- 
scher Gedankenginge iiber die Rolle anorganischer Stoffe auf die 
Oxydationen des Organismus — die Aufgabe, den EinfluB der An- 


reicherung des K6érpers mit einem bestimmten Ion auf die Eiweil- 
zersetzung aus dem Stickstoffgehalt von Harn und Kot abzulesen 

Ein solcher Versuch setzt voraus, daB die Beeinflussung des Stick- 
stoffumsatzes bzw. der Stickstoffausscheidung durch Fette und Kohlen- 
hydrate, durch Anderung der Darmarbeit oder durch  Diurese- 


1 Die nachfolgenden Untersuchungen gehen auf Anregung von N.Zuntz 
zuriick und sind in dessen Laboratorium ausgefiihrt worden, blieben abe 
infolge der Krankheit und des Ablebens von Zuntz und infolge der Nach 


kriegsverhaltnisse liegen. 








» Zu 
mnt 
nte1 
lisse 
lyte 
enn 
der 
isch 


och 


von 
lich 
Be 
ven 
hen 
lich 
en) 
fur 


ntz 
bel 


ch- 








EK. Gerhartz: Salze und FEiweiBstoffe. 405 


schwankungen durch GleichmaBbigkeit der Ernahrung und der Wasser- 
zufuhr ausgeschaltet ist. Er verlangt ferner, daB die Salze in nur ge- 
ringer Menge verabfolgt werden, um sekundare abnorme Einfliisse, 
die ihrerseits die Deutung der Versuche erschweren, zu vermeiden. 
Auch bei Ausschaltung aller Faktoren, die auf die Stickstoffausfuhr 
EinfluB zu gewinnen vermégen, bleibt die Schwierigkeit zu entscheiden, 
ob eine verminderte Stickstojfausscheidung tatsaichlich Folge eines 
verringerten Eiweibzerfalls oder einer Zuriickhaltung stickstoffreicher 
Safte oder auch einer stirkeren Absonderung von seiten der Darm- 
wandzellen ist, wie sie durch Zufuhr gewisser Salze (Natriumcitrat, 
Natriumsulfat, Baryumchlorid) neben einer Verstarkung der Peristaltik 
durch Reizung der Darmnerven herbeigefiihrt werden kann. Eine 
erhohte Stickstoffaus/ukr braucht nicht notwendig durch eine Steigerung 
der Eiweifbzersetzung bewirkt zu sein; es kann ihr auch eine vermehrte 
Ausschwemmung von Stickstoff zugrunde liegen. Allerdings kann in 
diesem Falle eine Verstarkung der Diurese, eventuell auch eine ent- 
sprechende Phosphor- und Schwefelausscheidung erwartet werden. 
Es muB daran gedacht werden, daB Kristalloide, stickstoffhaltige Zer- 
setzungsprodukte des EiweiBes vorher durch Salzmangel zuriickgehalten 
wurden, um die osmotischen Verhaltnisse zu 1regulieren, und daB durch 
die Mineralstoffzulage der normale Zusta1,d wieder hergestellt wurde. 
Diese und ahnliche Erwagungen legten es nahe, auch Kot- und Harn- 
menge und -gewicht zu_ beriicksichtigen. 

Zunaichst wurden Normalbestimmungen ausgéfiihrt ohne  Be- 
einflussung des Stoffwechsels. Diese wurden, wie auch alle weiteren, 
an einer ausgewachsenen, kurzhaarigen und nicht haarenden Boxer- 
hiindin vorgenommen. Das Tier hielt sich in einem Stoffwechselkafig 
auf. Das Futter wurde so bemessen, daB das Gewicht des Tieres méglichst 
gleichbleiben muBte. Menge und Zusammensetzung des Futters sind 
aus der Tabelle I ersichtlich. 

Aus dieser Tabelle geht hervor, daf teils gew6hnliches, teils ent- 
salztes Pferdefleisch gegeben wurde. In den Versuchspausen wurde 
auch Rindfleisch gereicht. Wie sich aus den spiteren Tabellen ergibt, 
war die Stickstoffzufuhr im Fleisch nicht in allen Fallen die gleiche. 
Die Versuche begannen immer erst, nachdem das Tier sich mit der 
neuen Kost ins Gleichgewicht gesetzt hatte. 

Die Entsalzung wurde dadurch erreicht, daB die ganze, gut zer- 
kleinerte Fleischmenge mit der fiinffachen Menge Wasser viermal in 
24 Stunden ausgelaugt wurde. Das Fleisch wurde dann 2 Stunden 
lang sterilisiert. Am Tage des Verbrauchs wurden Reis und Schmalz 
in der in der Tabelle angegebenen Menge beigegeben; das ganze wurde 
gekocht und der Hiindin warm gereicht. 

Der Reis war ebenfalls stets mit Wasser ausgelaugt. 


9 
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Tabelle 1. 





Fiitterung. 
Futter ~ 
Ver- a Tier- 
such Datum Versuchsart —— Reis|Schmalz | Salzzulage 8eWicht 
Nr. £ £ g kg 
1 2.— 6. XII. Grundversuch 1 200 100 25 14,55 
2 | 10.—15. XII. Grundversuch 2 230 100 25 14,28 


mit entsalzter  entsalzt 
Nahrung 


3 16.—18. XII.) CaCl,-Versuch 1 230 100-25 3g CaCl, 14,12 


entsalzt 
4 12.—14. I. Grundversuch 3 200 100 25 — 14,10 
5 | 15.—19. I. CaCl,-Versuch2 | 230 (100, 25 3g CaCl, 13,96 
entsalzt 
6 | 20.—23. I.) Grundversuch 4 230 100 25 13,74 
mit entsalzter — entsalzt | i 


Nahrung 
7 | 27.—30. IL. KCl-Versuch 1 196 100 25 3¢ KCl 13,52 
entsalzt 
8 |§12.—16. II. Grundversuch 5 196 100; 25 3g Fleisch- 13,27 


entsalzt asche 
9 |17.—19. {I. K Cl-Versuch 2 196 100 25 38g KCl 13,27 
‘ entsalzt 
10 2.— 5. III.! Phosphatversuch 196 100) 25 3g 12,88 
entsalzt Phosphate 


In den letzten Versuchen wurde dem entsalzten Futter kiinstliche 
Fleischasche folgender Zusammensetzung gegeben: H,KPO, 45g, 
Mg;(PO,), 20 g, NaCl 10 g, CaCO, 24g, Fe,O, 1 g. 

Mit dem Futter wurden Kalium- und Natriumionen als Chloride 
gereicht, ferner im letzten Versuch tiglich Phosphate in folgender 
Zusammensetzung: Na,;PO, 1,50 g, KH,PO, 0,30 g, Mg3(PO,), 0,45 g, 
Ca3(PO,). 0,75 g, insgesamt 3,00 g. 

Das Futter wurde von der Hiindin in den ersten Versuchstagen 
stets ohne Schwierigkeiten genommen. Sobald die FreBlust nach- 
zulassen schien, wurde der Versuch sofort abgebrochen, woraus sich 
die kurze Dauer einiger Versuche erklart. 


Die Stickstoffbestimmungen in Fleisch, Reis, Harn und Kot wurden 
nach Kjeldahls Methode, nach der Modifikation von Wilfahrt und Neuberg 
ausgefiihrt. 

Jeden Tag wurde die Hiindin in der Zeit von 1°/, bis 2'/, Uhr mittags 
zur Kotablage an der Leine bewegt. Die Abgrenzung des Kotes wurde 
mit Carmin vorgenommen, der stets feste, gebundene Kot bei der Ent- 
leerung in tarierter Schale aufgefangen und frisch sofort analysiert. Die 
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Hiindin wurde taglich mittags zu derselben Zeit katheterisiert. Nach- 
traglich wurde die Blase mit genau 500 ccm warmer 3° ,iger Borsaéure- 
lésung ausgewaschen, wenn Harn in den Kafig gekommen war, auch dieser 
durchgespiilt. Der Harn wurde sogleich weiter verarbeitet. 

Fiir die Héhe der Zahlen, fiir das Gewicht und das spezifische Gewicht 
des Harns ist also die Spiilfliissigkeitsmenge mitbestimmend. Jeden zweiten 
Tag wurde die Hiindin nach der Harnabnahme gewogen. 

In einem Chlorealcium- und in einem Kaliumchloridversuch, des- 
gleichen in einem Grundversuch mit ausgelaugtem Fleisch und Zulage von 
kiinstlicher Fleischasche wurde an je zwei hintereinanderfolgenden Tagen 
innerhalb 24 Stunden nicht. wie gewOhnlich, nur einmal, sondern zuerst 
7 Stunden, dann 24 Stunden nach der Fiitterung katheterisiert und der 
Harn auf seinen Stickstoffgehalt untersucht (s. Tabelle I1). 


Tabelle IJ. 


Friihe und spéte N-Ausscheidung im Harn. 





7 Stunden 24 Stunden 
Versuch , 
Versuchsart nach der Fiitterung gefunden 
Nr. gN pro Stunde gN pro Stunde 

- 025 O19 

Ps C cia 1 | 12! 1g 
irundversuch 5 0.23 0.18 
= ‘ . 0.21 0,21 

‘a Cl,-Versuch 2 ye o 
5 CaCl,-Versuch 2 0.26 0.19 
; ‘ , | 0,24 0,21 
i KCl-Versuch 1 0.25 22 


I. Grundversuch 1. 


Keine Salzzulage. Fiitterung mit nicht entsalzter Nahrung. Fir die 
Versuchsberechnung wurde die Zeit vom 2. bis 7. Dezember einschlieBlich 
(5 Tage) benutzt. 


Das Koérpergewicht betrug am 


20. November ....... 1@06ke 
28. 2 ie ag heel > aah 
30. = a ghee a, & re 
2. Eee. kc ck wes 2 « 2 
4. _ 2 a hee 6 Oe 
6. a si ‘sh! Sie lake ue ce 
In der Tagesgabe Fleisch waren enthalten 6,54 g¢ N 
ie ye Reis os is 102g N 


zusammen 7.56¢ N 


Es wurden im Mittel pro Tag (s. Tabelle IIT) ausgeschieden 
ma ee. cw lw es RR 
mm eb... « s «ss » BIGeR 
zusammen 7,19 ¢ N ' 
Bilanz 037g N 
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Tabelle 111. 


Stickstoffbilanz. 





N-zufuhr | N-ausscheidung 
Versuch ‘ ; oo : Bilanz 
Versuchsart Fleisch Reis Summe}) Harn Kot Summe 
Nr. £ gz ia £ £g £ £ 
1 Grundversuch | 6,54 1,02 | 7,56 644 0,75 719 + 0.37 
2 Grundversuch 2. 4,52 1,92 | 5,54 4.53 067 520 + 0,34 
mit entsalzter 
Nahrung 
3 CaCl )-Versucht 4,52 1.02 | 5,54 ) 4,38 0,50 4,88 + 0,66 
4 Grundversuch 3 649 1.02 | 7.51 5.62 0.65 6.27 + 1.24 
5 CaCl,-Versuch2 | 4,52 1,02 | 5,54 4,95 0.59 5.54 
6 Grundversuch 4 4,52 1,02 | 5.54 5,22 | 0,55 | 5,77 — 0,23 
mit entsalzter 
Nahrung 
7 K Cl-Versuch 1 4.86 1,02 | 5,88 5.39 0.57 5,96 0.08 
8 Grundversuch 5 = 4,86 1,02 5,88 458 0,50 5,08 + 0.80 
9 KCl-Versuch 2 4.86 1,02 | 5,88 484 0,55 5,39 + 0,49 
10 Phosphatversuch | 4,86 1,02 5.88 556 O51 6,07 0.19 


‘ 
Il. Grundversuch 2 mit entsalzter Nahrung. 
Keine Salzzulage zu dem mit Wasser ausgelaugten Futter. Versuclhis 
dauer 5 Tage (vom 10. bis 15. Dezember einschlieBlich). 


Korpergewicht am 8. Dezember... . . 14.35kg 
10. * Sas 
12. - cote =< in 
14. “3 Sys. ee eee 
16. 99 be ee 


Pro Tag wurden im Mittel zugefthrt 


im Fleisch ..... . 452g N 
SS er ee sme a 


zusammen 5,54¢ N 


Es wurden tiaglich abgegeben 


o.oo ae 
aes 6 ie 4 2 ss ee 


5,.20g¢ N 


Die Bilanz ist mit 0,34g N positiv. Die Stickstoffbilanz war also 
14 Tage lang gleichgeblieben. 


Ill. Chlorealeiumversuch 1. 


Tagliche Zulage von 3 g CaCl, zu dem aus ausgelaugtem Pferdefleisch. 
entsalztem Reis und Schmalz bestehendem Futter. Die Versuchs- 








Iso 
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bedingungen wurden 4 Tage eingehalten; fiir die Berechnung sind nur 
3 Tage benutzt. 


Kérpergewicht am 16. Dezember. . . . . 14.22 kg 
18. ss ow a, ee 
20. e ~~ = » « Bae 


In den tiglich gefressenen 230 g Fleisch, 100 ¢ Reis und 25 ¢ Schmalz 
waren enthalten 


im Fleisch 4529 N 
RR I i gg i, 

554g N 

Es wurden abgegeben 

oS re 
Ea Sas ee a we eee ee 

4.889 N, 

so daB sich eine Stickstoffretention von + 0,66 g N ergibt. 


IV. Grundversuch 3. 


Ernahrung mit nicht entsalztem Fleisch. Salzzulage. 


Der Versuch begann nach zehntagiger Darreichung der Versuchsdiat. 
Fiir die Berechnung sind nur 3 Tage benutzt. 


Kérpergewicht am 10. Januar... . . 14.15 kg 
12. es eee 
14. i ie ae 
Es wurden pro Tag aufgenommen: 
200 ¢ Pferdefleisch = 6.49¢ N 
iv0g Reis 102g N 


25g Schmalz 
7.51 yy N 
Es wurden taglich abgegeben 
im Wiern. . . . 5.62¢ N 
mee. . «es + os Otte 
6,272 N 


Die Bilanz ergibt + 1.24 g N. also eine starkere Stickstoffretention als 
in den friiheren Versuchen. 


V. Chlorealeiumversuch 2. 


Darreichung von 3 g CaCl, taglich, die im gewissen Sinne einen Aus 
gleich fiir die in der Nahrung fehlenden Fleischsalze darstellen. Es wurden 
pro Tag 230g entsalztes Fleisch, 100g Reis und 25g Schmalz gegeben. 
Versuchsdauer 5 Tage. 


Korpergewicht am 


6. Jemm~er. ...... + wb 
18. - » Sate abe ok oP ge ae 
20. a ae eee 
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Es wurden pro Tag zugefiihrt 


mm Feeen .. .s+ » » $480 RF 
im Reis 102g N 
5,54¢ N 
Abgegeben wurden 
im Harn....... 495¢@N 
MSs 6 se x wm eS 
5,542 N 


Es ergibt sich Stickstoffgleichgewicht. 


VI. Grundversuch 4. 


Darreichung von entsalzter Nahrung: pro Tag 230g ausgelaugtes 
Pferdefleisch, 100 g ausgelaugter Reis und 25g Schmalz. Keine Salz- 
zulage. Der berechnete Versuch dauerte 4 Tage. 


Das Lebendgewicht betrug am 


30. Januar. ...... 13,76ke 
22. a SS 6 Bw el a es 
24. SD) as Lewes ipa ee oa 
26. Fee ain ad eh tet ee oan 


Der Versuch fiel also in eine Periode des Kérpergleichgewichts. 


Bilanzrechnung. 


Einfuhr: Im Fleisch. .......452¢ N 
i ee AS ce ow ts be, Re 

zusammen 5,54 g N 

Ausfuhr : a em... ww i cs 4 s RSS 
i Se s&s sre siarw + BSR 





5.772 N 
Der Versuch ist negativ mit einem Verlust von 0,23 g N. 
VII. Kaliumchloridversuch 1. 


‘ Tagliche Zulage von 3g KCl zu 196g ausgelaugtem Fleisch. 100g 
gewassertem Reis und 25g Schmalz. Der berechnete Versuch dauerte 
4 Tage. 

Kérpergewicht des Tieres am 


26: Jomuar. . ww sw ee BBO kee 
28. * ee 
30. - oe a 
Es wurden eingefiihrt pro Tag 
ane | le | 
RO IN oe. fae, keke om kes, 


5.88a¢N 

Abgegeben wurden 
See ek 
oS) Sierras 


5,96¢N 


Bilanz — 0,08 ¢N. 
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Nach Ablauf des Versuchs begann der Appetit der Hiindin etwas nach- 
zulassen. Es wurde deshalb wiederum eine Pause eingeschoben, in der 
dem Tiere mehr Bewegungsfreiheit gelassen und statt des Pferdefleisches 
148 ¢ Rindfleisch neben 100g Reis und 25g Schmalz gegeben wurden. 
Nach den ersten 2 Tagen war das Tier bei Wohlbefinden. Es wurde mit 
dem Versuch jedoch noch 1 Woche gewartet und erst am 12. Februar 
wieder Pferdefleisch gereicht, das das Tier, wie immer nach einer liingeren 
Pause, mit gutem Appetit verzehrte. 


VIEI. Grundversuch 5. 

Darreichung von ausgelaugter Nahrung: pro Tag 196 g Pferdefleisch, 
100 g Reis und 25g Schmalz, mit einer Beilage von 3g Fleischasche der 
oben angegebenen Zusammensetzung. Das K6rpergewicht blieb in dem 
vom 12. bis 16. Februar einschlieBlich dauernden Versuch (5 Tage) gleich. 


Koérpergewicht am 


3. Femrear ...... 82ke 
14. *. ee 
16. * x code tego. cn 
Bilanz. 
Zufuhr: Im Fleisch. . .... . 4,86g¢N 
meas» «eo se SEE 


4 


zusammen 5,88 g 


- 


‘ 

‘ 
Ausfuhr: i RE 66h is wee & ss Be 
i ee ads aon e >, a ee 


* 
AF 
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5,08 g N, also Bilanz+0,80g¢ N. 


IX. Kaliumehloridversuch 2. 


Zulage von taglich 3g KCl zu 196 g ausgelaugtem Pferdefleisch, 100 g 
Reis und 25g Schmalz. Der Versuch dauerte vom 17. bis 19. Februar 
einschlieBlich, also 3 Tage. 


K6rpergewicht am 


16.Februar. ..... . 18,3éke 

20. ™ Bodo. ste: “oath Seale ala 
Eingabe : im Fleisch. . .... . 4,86¢N 

Me. ca cw. » Oe 


5.88 aN 


Ausgabe: im Harn ....... . 4,84gN 
eee «ss ks ce os See 


5.39 ¢N 
Bilanz + 0,49 g N. 


Nach dem Versuch litt der Appetit des Tieres wieder, so daB fir einige 
Tage eine Pause nach der friiher beschriebenen Art eingelegt wurde. Wahrend 
dieser Zeit erhielt die Hiindin taglich 148g Rindfleisch, 100 g Reis und 
25g Schmalz. 
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X. Phosphatversuch, 


Zu den pro Tag gegebenen 196g ausgelaugtes Pferdefleisch, 100 g 
entsalzter Reis und 25g Schmalz wurden taglich 
l, Na;POQO, 
0, K,PO, 
0, Mg,( PO,). 
0, Ca,( PO,)> 


w or 
om =) 


5 


S 


* 


le 


5 


y 


insgesamt 3,00 ¢ Phosphate gereicht. 


Der Versuch dauerte vom 2. bis 5. Marz, also 4 Tage. Das Kérper- 
gewicht blieb gleich. Die Hiindin wog am 


7 eee so + ce ee, eee 
5. 99 “ae ae ae ae 12.85 
Eingabe : ete ak Sree 4.86¢N 
“ee a 10o2gN 
zusammen 5.88oN 
Ausgabe : eee 5,562¢N 
RN bo ar fh a te O51lgN 
zusammen 6.07aN 
Bilanz — 0,19 ¢ N. 


Ergebnisse der Versuchsreihe. 


Im 2rsten Grundversuch, in dem Fleisch von normalem Salzgehatt 
gereicht wurde!, wurden taglich 0,37 ¢ N retiniert; in dem darauf- 
folgenden zweiten Versuch, in dem entsalzte Nahrung gegeben wurde, 
liegt der positive Bilanzwert nur sehr wenig niedriger (+ 0,34 g N). 
Schon nach den ersten Tagen des zweiten Versuchs war der Kot etwas 
weicher, seine Menge etwas geringer geworden (vgl. Tabelle IV), sodaB 
der Gedanke naheliegt, daB die salzarme Ernihrung die Resorptions- 
verhaltnisse etwas alterierte. Diese Vermutung findet eine Stiitze in 
dem Ergebnis der Berechnung der Stickstoffausnutzung. Im Grund- 
versuch | wurden im Futter 7,56 g N eingefiihrt, im Kot 0,75 g N ab- 
gegeben, so daB 6,81 ¢ N resorbiert wurden und nur 9,9°, des ein- 
genommenen Stickstoffs im Kot wieder erschienen. Im zweiten Grund- 
versuch wurden dagegen 12,1°, des Stickstoffs der Nahrung im Kot 
wiedergefunden (Stickstoffausnutzung von 90,1 °,, im ersten, von 87,9°,, 
im zweiten Versuch; vgl. Tabelle IV*. 


' Nach H. Gerhartz (Pfliigers Arch. 133, 447, 1910) enthalt Pferdefleisch 
im Mittel 1.1°, der frischen, 3.9°, der Trockensubstanz Asche. 

* Die Erklarung des gréBeren Stickstoffverlustes aus einer relativ 
vermehrten Abgabe im Kot wird noch dadurch gestiitzt, daB die relative 
Stickstoffausfuhr im Harn und das spezifische Gewicht (Tabelle V) ab- 
sanken; es hat also nicht eine vermehrte Ausscheidung fester Stoffe im 
Harn schuld an der Differenz der beiden Versuche. 
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Tabelle 1V. 


Kotmenge und Stickstoffausnutzung. 





ee Durehsehnittliche Ausnutzung des 
ersuch Versuchsart tigliche Kotmenge Stickstoffs im Darm 
Nr. y 
1 Grundversuch 1... . . 35.6 90,1 
2 Grundyversuch 2 mit ent- 
salzter Nahrung. . . . 31,8 87,9 
8 CaClg-Versuch 1 . a 17.3 91.0 
4 Grundversuch 3 mit nicht 
entsalzter Nahrung . . 31,0 91.3 
5 CaCly-Versuch2... . 38.1 S8Yu.4 
6 Grundversuch 4 mit ent- 
salzter Nahrung. .. . 27,8 90.0 
7 KCl-Versuchl ..... 25.0 G03 
8 Grundversuch 5 mit ent- 
salzter Nahrung. .. . 23,5 91,5 
9 KCl-Versuech2 . . pis 22.0 90.7 
10 Phosphatversuch — . ; 23,6 91,3 


In dem darauffolgenden Calciumchloridversuch wurden 3 g CaCl, 
gegeben. Dagit wurde ein Mineralstoffmargel von etwa derselben 
Héhe wie im zweiten Grundversuch (200g Pferdefleisch zu 1,i°, 
Asche) teilweise wieder wettgemacht, allerdings nur einjseitig. Immerhin 
darf wohl die nun auftretende Besserung der Stickstoffretention auf 
den doppelten Betrag, die in einer auch in der geringeren Kotmenge 
(vgl. Tabelle IV) zum Ausdruck kommenden Besserung der Ausnutzung 
des Stickstoffs (91° ) sich auBerte, mangels sonstiger Anhaltspunkte 
damit in Zusammenhang gebracht werden. Wissen wir doch, dab 
Darreichung von CaCl, in gewissen Fallen, so bei einer durch BaCl, 
verursachten und zu Durchfiallen fiihrenden Reizung der Nerven des 
Darms, sedative, hemmende Wirkung besitzt'. Da die Harnmenge 
gréBer war (vgl. Tabelle V), kommen die renalen Ausscheidungsverhalt- 
nisse hier ebenfalls nicht in Betracht. 

Nach der ersten, 18 Tage wahrenden Versuchspause waren Salze 
in geniigender Menge dargereicht worden. Die Hiindin war bei freier 
Bewegung nach Belieben gefiittert worden. Die darauf erfolgte Stick- 
stoffretention von 1,24 g N taglich hat deshalb nichts Auffallendes an 
sich. Als im zweiten CaCl,-Versuch aber der ausreichend mit Salzen 
versorgten Hiindin taglich wiederum 3g CaCl, gegeben wurden 
bei einer von 7,51 auf 5,54 g N verringerten Stickstoffdarreichung 


' J. Loeb, Oppenheimers Handb. d. Biochem. 2, Teil I, 135. Jena 1910. 
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Tabelle V. 


Harnausscheidung. 





Ver Harn * 
or _ Z a i 
such Tersuchss Berechnete . Feste Bestand- Stickstoff 
sucn Versuchsart Perioden Gewicht Spes ten eae ites odes 
Nr. . Gewicht . Futter-N 
1 Grundversuch 1 3.— 7.XII.| 1091 1,008 17,87 85,2 
2 Grundversuch 2. 8.—16.XII. 1099 1,005 11,17 81,8 
mit entsalzter 
Nahrung 
: CaCl ,-Versuch1 17.—19.XII. 1298 1,005 12,28 79,1 
4 Grundversuch 3 13.—15. i. 1329 1,007 14,97 74.8 
mit nicht ent- 
salzter Nahrung 
5 CaCly-Versuch2 16.—20. I. 1438 1,004 9,83 89,3 
6 Grundversuch 4 21.—24. [.) 1202 1,005 12,28 94,2 
mit entsalzter 
Nahrung 
7 KCl-Versuch 1 28.—31. I.|) 1515 1,004 9.38 91,7 
8 Grundversuch 5 13.—17. II.|| 1426 1,004 9,38 77.9 
mit entsalzter 
Nahrung ] 
9 KCl-Versuch2 18.—20. ID.|) 1215 1,007 14,97 82,3 
\10 Phosphatversuch 3.— 6. If.) 1151 1,006 15,64 94,5 


* Der Harn war jedesmal mit 500ccm 3°/,iger Borsturelésung herausgespiilt worden 


verlor sich die positive Bilanz, und es stellte sich Stickstoffgleich- 
gewicht ein. Die Stickstoffausscheidung im Harn sank trotz einer 
geringen Vermehrung der Diurese von 1329 (spezifisches Gewicht 1,007) 
auf 1438 g Harn (spezifisches Gewicht 1,004) ab. Der Stickstoff war 
im voraufgehenden dritten Grundversuch zu 91,3°, ausgenutzt worden, 
im CaCl,-Versuch jedoch nur zu 89,4%. Die Kotmenge stieg von 
3 auf 38g pro Tag. In diesem Versuch war es nicht, wie im ersten 
Falle, notwendig, einem Salzmangel entgegenzuarbeiten, so dab, wenn 
man die Hypothese, daB der jeweilige Vorrat an Mineralstoffen die 
Wirkung der Salzdarreichung mit bestimmt, gelten laBt, das Ergebnis 
nicht unerklarlich ist. Es wiirde mit dieser Deutung im Einklang 
stehen, daB in den nun folgenden beiden Perioden, Grundversuch 4 und 
KCl-Versuch, die gleiche Beobachtung gemacht werden kann, in dem 
die mit 0,23g N negative Bilanzperiode, in der salzfreie Nahrung 
gereicht wurde, von einer Periode gefolgt ist, in der durch die tagliche 
Darreichung von 3 g KCl die negative Bilanz wieder ausgeglichen wird 
(—0,08 g N pro Tag). In diesem letzteren Versuch (7) war die Diurese 
von 1202 g (spezifisches Gewicht 1,005) auf 1515 g Harn (spezifisches 
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Gewicht 1,004) gesteigert. Doch wurde im Verhaltnis zum Futter- 
stickstoff weniger Stickstoff im Harn ausgefiihrt. Die Kotmenge war 
im Versuch 7 bei gleicher Stickstoffausnutzung ein wenig geringer, 
25g statt 28g Kot. 

Nach der zweiten Pause, die 9 Tage lang das Tier unter normale 
Verhaltnisse brachte, ging, wie friiher, die Stickstoffbilanz wieder auf 
einen positiven Betrag hinauf. Sie betrug in dem Grundversuch 5, 
in dem der friihere Salzmangel durch eine der Fleischasche entsprechende 
Salzzulage beseitigt war, + 0,80gN. Der Bedarf des ‘lieres an Mineral- 
stoffen war also gedeckt. Es laBt sich hier wieder, wie vorher, beob- 
achten, dal} die Salzzulage, diesmal 3g KCl pro Tag, die Bilanz 
mit einer relativ gréBeren Stickstoffausscheidung im Harn wie im Kot, 
ohne Steigerung der Diurese oder der Kotmenge — auf einen niedrigeren 
Betrag (+ 0,49 g N) herabdriickt. Das gleiche zeigt sich endlich noch 
im letzten Versuch, in dem Darreichung phosphorsaurer Salze nach 
einer natirlichen, ausreichenden, salzhaltigen Fiitterung eine weitere 
Verschlechterung der Stickstoffbilanz auf —0,19g N pro Tag nach 
sich zieht, ohne daB eine erhéhte Ausschwemmung durch eine gréBere 
Harnflut vorliegt. 

Im KCl-Versuch war gegeniiber dem Grundversuch die Ausnutzung 
des Stickstoffs im Darm verschlechtert. Sie betrug in dem Ausgangs- 
versuch 91,5°%, im KCl-Versuch nur 90,7°,. Im Phosphatversuch 
war sie jedoch normal. Auch die tagliche Kotmenge war genau gleich 
der im Grundversuch. In diesem Falle diirfte man deshalb am ehesten 
eine direkte Schidigung des Eiweibstoffwechsels annehmen. 

Die hier beriicksichtigten taglichen Harnstickstoffmengen sind 
durch die Untersuchung der gesamten Harnmenge, die innerhalb 
24 Stunden nach der Fiitterung abgesondert wurde, gewonnen. Man 
kénnte daran denken, daB in der Summe der diese Gesamtmenge zu- 
sammensetzenden einzelnen Absonderungsmengen die etwa_ darin 
vorhandenen Differenzen im Stickstoffgehalt sich ausgeglichen und 
deshalb den Effekt der Salzdarreichung verschleiert haben. Dem ist 
jedoch nicht so. Die Werte weichen nur wenig ab. Im Grundversuch 5 
(Versuch 8) bestand, wie die Tabelle II erkennen laBt, eine geringe 
Abnahme der Stickstoffausscheidung im Harn der zweiten Zeit periode. 
Im zweiten CaCl,-Versuch (Versuch 5) wurde einmal Gleichheit im 
Stickstoffgehalt beider Portionen beobachtet, ein andermal, wie in 
der Norm, wieder ein geringerer Stickstoffgehalt in der letzten 
Harnmenge (0,19 statt 0,26) gefunden. Im ersten KCl-Versuch 
fand sich beide Male dasselbe, ebenfalls eine geringe Abnahme der 
Stickstoffausfuhr in der spiteren Harnportion. Die zeitlichen Aus- 
scheidungsverhiltnisse sind also durch die Salzgabe kaum gedndert 
worden. 
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Zusammenfassung. 

Es ergibt sich aus den vorliegenden Versuchen, da Darreichung 
von CaCl, oder KCl den Stickstoffansatz begiinstigt, falls vorher Salz- 
mangel herrscht, ihn aber verschlechtert, wenn das Versuchstier aus- 
reichend mit Mineralstoffen versorgt ist. Zugabe von Phosphaten ver- 
schlechtert die Stickstoffbilanz. Der die Bilanz verbessernde Einflub 
einer Mineralstoffgabe bei vorhergehendem Salzmangel ist verstandlich ; 
auffallender ist die schadigende Wirkung, die die Salzbeigabe hervorruft 
nach voraufgegangener ausreichender Salzzufuhr in der Nahrung. 
Wahrscheinlich handelt es sich um eine St6rung des normalen Elektrolyt- 
gleichgewichts durch die im Uberschu8 zugefiihrten Salze. 

Gleichsinnige Anderungen wie in der Bilanz finden sich in den 
Calciumversuchen auch fiir die Ausnutzung, d.h. eine Verbesserung 
der Ausnutzung nach vorhergehendem Mineralstoffmangel in der Kost, 
und umgekehrt eine Verschlechterung, wenn die Salzmenge der Nahrung 


zuvor ausreichend war. Fiir die anderen Salze ist eine entsprechende 
Wirkung nicht deutlich. 
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Im folgenden soll tiber Erfahrungen berichtet werden, die ich im 
Laufe der letzten Jahre bei Anwendung verschiedener Methoden zum 
Nachweis der Milchséiure in Gewebe und Blut gesammelt habe. 

Zum Milchsiurenachweis im Gewebe stellt die Titrationsmethode die 
gebrauchlichste und beste dar. Als Vorteil dieser Methode den kolori- 
metrischen gegeniiber ware hervorzuheben, dab sie von &uBeren Einfliissen 
unabhangiger ist und auBerdem Bestimmungen in Fliissigkeiten mit sehr 
niedrigen Milchséurekonzentrationen (z.B. 4mg°,) ‘VVorzunehinen§ ge- 
stattet. Dazu muB allerdings geniigende Fliissigkeitsmenge (mindestens 
10 cem) zur Verfiigung stehen. Die lange Ausfiihrungsdauer der Titrations 
methode und die Tatsache, daB sie sich im Gegensatz zu den kolorimetrischen 
Methoden zum Nachweis der Milchs&éure in kleinen Fliissigkeitsmengen 
nicht eignet, miissen als Nachteile der Methode angesehen werden. Die 
titrimetrische Methode erscheint daher zur Vornahme von Serienuntet 
suchungen weniger geeignet. 

Die kolorimetrische Methode nach Mendel-Goldscheider' (Veratro!) 
und die nach Dische-Laszlo? (Hydrochinon) weisen ebenfalls Vorteile 
und Nachteile auf, sind aber in vielen Fallen besonders bei Serienunter 
suchungen der titrimetrischen Methode vorzuziehen. 


Unter Beriicksichtigung der Vorteile, die die Hydrochinonmethode 
gegeniiber der Veratrolmethode aufzuweisen hat (gréBere Unabhangig 
keit der Farbreaktion von Verunreinigungen, Konstantbleiben der Farbe 
geringere Unkosten) und angesichts der Tatsache, daB das Keilverfahren 
bei dieser Methode nicht anwendbar ist, erschien es mir zweckmabig, den 
Nachteil der Hydrochinonmethode (Komparatorverfahren) durch An 
wendung des Dubosqschen oder des Biirkerschen Kolorimeters zu_ be 


l Mendel-Goldscheider. diese Zeitschr. 164. 163. 1925. 
2 Dische-Laszlo, ebendaselbst 187, 344, 1927. 
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seitigen. Bald muBte ich aber den Versuch aufgeben, da die gelbe 
Hydrochinonfarbe bei niedrigen Milchsiurekonzentrationen so schwach 
war, daB ein genauer Vergleich mit der Standardlésung mittels des 
Biirkerschen Kolorimeters nicht méglich war. Ein Ersatz des Kom- 
paratorverfahrens wiirde aber nur dann lohnend erscheinen, wenn es 
gelingt, die Methode dadurch zu verfeinern, zumal die Handhabung 
der oben erwaihnten Kolorimeter keine sehr einfache ist. Dies wird 
aber unseres Erachtens nicht erreicht. Eine sichere Einstellung der 
Farbengleichheit mit dem Biirkerschen Kolorimeter war bei unseren 
Versuchen nur bei héheren, nicht aber bei niedrigen Milchsiurekonzen- 
trationen, deren Nachweis wir ja in vielen Fallen erstreben, méglich. 

Die eben angefiihrten Versuche, die ich vor 3 Jahren ausfiihrte, wurden 
in letzter Zeit von Anselmino (1) erneut vcrgenommen und als eine Modi- 
fikation der Hydrochinonmethode veréffentlicht. Sollte eine derartige 
Modifikation méglich und brauchbar sein, so miiBte sie als eine erhebliche 
Verbesserung der Methode angesehen werden. In diesem Falle miiBte 
die Hydrochinonmethode der Veratrolmethode vorgezogen werden. Wir 
miissen aber vorléufig auf Grund unserer damaligen Erfahrungen hinsichtlich 
dieser Frage gewisse Bedenken geltend machen und stehen daher auch der 
von Anselmino vorgenommenen Modifikation, soweit es sich um den Nach- 
weis von niedrigen, d. h. normalen Milchsiurekonzentrationen handelt, 
skeptisch gegeniiber. 

Nachdem die damals von mir beabsichtigte Modifikation der 
Hydrochinonmethode gescheitert ist, habe ich im Laufe der letzten 
Jahre fast ausschlieBlich von der Veratrolmethode Gebrauch gemacht. 
Im ganzen wurden von uns mehrere Hunderte von Bestimmungen 
vorgenommen, wobei wir uns im groBen ganzen an die von Mendel 
und Goldscheider angegebenen Vorschriften hielten. Nur statt der zur 
EnteiweiBung des Blutes nach der Vorschrift der genannten Autoren 
erforderliche Metaphosphorséure konnte ich n/2 Schwefelséure und 
5% iges Natriummetaphosphat, wie es bei der Hydrochinonmethode 
iblich ist, mit Erfolg anwenden. Vergleichsbestimmungen, die von 
uns vorgenommen wurden, fielen véllig gleich aus (s. Tabelle I). Diese 


Tabelle I. 


Milchsaéuregchalt des Blutes nach EnteiweiBung mit 5 %,iger Metaphosphor- 
séure bzw. n/2 Schwefelséure + Natriummetaphosphet (5°/,). 





a . - Enteiweibung 
: ) 
EnteiweiBung mit 5°/siger mit n/2 Schwefelsaure 


Metaphosphorssure + Natriummetaphosphat (5 9/9) 





Milchsiure in mg-°/» 


5 5 

6 5 

7,5 7,0 
12,0 12,5 
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Anderung hat namlich den Vorteil, daB man nicht vor jeder Bestimmung 
eine frische Metaphosphorsaéurelésung anzufertigen braucht, da die 
Schwefelsaure und das Natriummetaphosphat langere Zeit haltbar 
sind. Ich konnte ferner feststellen, da auch Oxalatblut zur Be- 
stimmung der Milchséiure nach dieser Methode angewandt werden 
kann. Allerdings muB auch das Oxalatblut sofort verarbeitet werden, 
da bei langerem Stehen des Blutes, wahrscheinlich durch fortgesetzte 
Glykolyse, sein Milchsiuregehalt ansteigt (Tabelle I1). Aus diesem 
Grunde kénnen Milchsiurebestimmungen im Plasma, wie sie von 
Wittgenstein und Gaedertz! ausgefiihrt wurden, nicht als beweisend 
angesehen werden, da bis zur Trennung von Blutkérperchen und Plasma 
aus unvermeidlichen technischen Griinden einige Zeit vergeht, waihrend 
deren die Blutkérperchen glykolysieren und Milchsaure an das Plasma 
abgeben. Fiir diese Annahme sprechen auch die Befunde der genannten 
Autoren, die in allen Fallen im Vergleich zum Blut einen héheren 
Milchséuregehalt im Plasma nachweisen konnten. Ihre Zahlen ent- 
sprechen auch denjenigen Werten, die ich im Oxalatblut fand, nachdem 
letzteres einige Zeit gestanden hatte. 


Tabelle 11. 


Milchsaéuregehalt des gewéhnlichen und des Oxalatblutes. 





Gewdhnliches Blut Oxalatblut Ox: latblut nach 
sofort verarbeitet sofort verarbeitet langerem Stehen 


Milchs&ure in mg-® 5 


5 5 

5 6 

gy 9.5 

13 12 — 
13 14 

15,5 15 24 
13 12 20 
12 12 24 
9 — 15 


Zusammenfassend laBt sich auf Grund unserer Erfahrungen von 
der Veratrolmethode sagen, da bei strenger Beachtung der methodi- 
schen Vorschriften und einer geniigenden Chung brauchbare Werte 
erhalten werden kénnen. Die Fehlergrenze der Methode mu auf 
etwa —+- 3 bis 4 mg-°, festgesetzt werden. Wertunterschiede, die sich 
innerhalb dieser Grenzen bewegen, kénnen nicht als beweisend an- 
gesehen werden, eine Tatsache, die von manchen Autoren nicht ge- 
niigend beriicksichtigt wird und daher zu einer falschen Deutung von 
Befunden fiihren muB. 


1 Wittgenstein u. Gaedertz, diese Zeitschr. 187, 137, 1927. 
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Ich habe ferner versucht, die EnteiweiBung durch Salzsaure- 
Sublimat, wie sie fiir die Titrationsmethode Vorschrift ist, durch 
Schwefel:aure-Natiiummetaphosphat zu ersetzen, um auf diese Weise 
die Ausfiihrung beider Methoden, sowohl der kolorimetrischen als auch 
der titrimetrischen an der gleichen Untersuchungsfliissigkeit zu_er- 
moéglichen. Da das Sublimat bzw. der zur Entfernung des Hg erforder- 
liche Schwefelwasserstoff die rote Veratrolfarbreaktion stért, sollte 
durch Anwendung von Schwefelséure und Natiriummetaphosphat als 
EiweiBfaillungsmittel auch bei der Titrationsmethode ein Filtrat ge- 
wonnen werden, welches uns gestattet, sowohl titrimetiisch als auch 
kolorimetrisch den Milchsfuregehalt zu bestimmen. Dies wiirde insofern 
ein Vorteil sein, als wir auf diese Weise in der Lage waren, die Befunde 
durch Anwendung beider Methoden gegenseitig zu kontrollieren. Die 
Méglichkeit einer derartigen Kombination erschien mir deswegen 
wahrscheinlich, da vor nicht langer Zeit Hansen, Riesser und Nagaya' 
dariiber berichtet baben, daB man die Veratrolmethode auch zum 
Nachweis der Milchsaiure im Mu kelanwenden kann. Die von mir in dieser 
Richtung vorgenommenen Untersuchungen haben ergeben, daB dies nicht 
moglich ist. Wie aus Tabelle III hervorgeht, zeigen die in Schwefelsaure- 
Natriummetaphosphat zerriebenen Muskeln immer héhere Werte, als 
die in Salzsiure-Sublimat verarbeiteten Muskeln. Ob die Muskeln erst in 
Schwefelsaure zerrieben wurden, und das Natiiummetaphosphat erst 
dann zugesetzt wurde, oder ob die Zerreibung gleich in einem Gemisch 
von diesen beiden vorgenommen wurde, immer ergaben sich gleich 
hohe Werte. Hansen, Riesser und Nagaya geben an, daB die Milch- 
siurewerte bei der Metaphosphorsaure-enteiweiBung von dem lingeren 
bzw. kiirzeren Stehenlassen des Muskelbreies im Eiweibfallungsmittel 
abhangig sind. Sie konnten auch nach ihren Angaben feststellen, daB 
die optimale Zeit des Stehenlassens 40 bis 60 Minuten betragt und dab 
die Milchsaurewerte zu dieser Zeit immer denen gleichen, die auch 
durch die Hirsch-Kauffmannsche ‘litrationsmethode nach EnteiweiBung 
mit Salzsiure-Sublimat gewonnen werden. Diese Angabe der genannten 
Autoren konnte ich bei meinen Untersuchungen nicht bestatigen. Wie 
aus Tabelle III hervorgeht, sind die Milchsiurewerte der mit Meta- 
phosphorsaéure enteiweiBten Muskeln immer héher als die nach Ent- 
eiweiBung mit Salzsiure-Sublimat gewonnenen Werte. Nach meinen 
Versuchen scheint es auch belanglos zu sein, ob man den Muskel- 
brei im EiweiGfaillung:mittel 30 Minuten oder 16 bis 20 Stunden 
stehen laBt, gleichviel ob die EnteiweiBung mit Salzsaure-Sublimat oder 
Schwefel:aure-Natriummetaphosphat vorgenommen wurde (siehe Ta- 
belle IV). Demnach miiBte auch die fiir die litrationsmethode giiltige 


' Hansen, Riessen u. Nagaya, diese Zeitschr. 196, 301. 1928. 
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Vorschrift, wonach der Muskelbrei im EiweiBfallungsmittel Salzsaure- 
Sublimat mindestens 16 Stunden steben bleiben muB, nicht als un- 
bedingt erforderlich angesehen werden. 

Wir miissen also als Ergebnis unserer Untersuchungen feststellen, 
daB, soweit es sich um genaue quantitative Untersuchungen handelt, 
Salzsiure-Sublimat als EiweiBfaillungsmittel zum Nachweis der Milch- 
siure im Muskel sich nicht durch Schwefelsiure-Natriummeta- 
phosphat bzw. Metaphosphorsaure ersetzen laBt. Als Erklarung dafiu 
kénnte man vielleicht angeben, daB in der Metaphosphorséure die 
Glykolyse nicht schnell genug vollstandig unterbunden wird und auf 
diese Weise die Milchsaéurewerte eine Verschiebung erfahren. 

Handelt es sich, wie bei den Versuchen von Nagaya? am isolierten 
schlagenden Froschherzen, um den Nachweis der Milchsaéure nur in der 
umgebenden Nahrfliissigkeit, so kann natiirlich die Veratrolmethode 
einwandfreie Werte liefern. Handelt es sich dagegen um den Nachweis 
der Milchséure in Organen wie Magen und Leber, so versagt diese 
Methode schon deswegen, weil die rote Farbreaktion dabei aus mir un 
bekannten Griinden in ihrem Verlauf gestért wird. In diesen letzteren 
Fillen leistet die Hydrochinonmethode bessere Dienste und ist der 
Veratrolmethode tiberlegen und daher vorzuziehen. 


In diesem Zusammernhang méchte ich schlieBlich auch darauf hin- 
weisen, daB die in der Arbeit von Hansen, Riesser und Nagaya angegebenen 
Milchsaiurewerte fiir den quergestreiften Froschmuskel als viel zu hoch 
bezeichnet werden miissen. Der Anfangsmilchsduregehalt des Frosch- 
muskels betrigt nach unseren Erfahrungen 0,026 °, bis 0,059°,. Diese 
Werte decken sich auch mit denen, die Meyerhof feststellen konnte, 
waihrend die Werte der oben genannten Autoren sich meistens iiber 
0,1 °, befinden und oft sogar bis 0,15°;, hinaufreichen. Hansen, Riesser 
und Naga ya wollen fiir diese zu hohen Werte die Tatsache verantwortlich 
machen, daB bei diesen Bestimmungen die Muskeln nicht unter Kiihlung 
zerschnitten wurden. Dieser Faktor allein kann nach unseren Er- 
fahrungen nicht diese hohen Werte bedingen. Es ist vielmehr an- 
zunehmen, da die Verarbeitungsart der Muskeln dafiir verantwortlich 
zu machen ist, zumal die Autoren in ihrer Arbeit von ,,Zerschneidung* 
des Muskels sprechen. Will man bei der Titrationsmethode die méglichst 
niedrigen Milchsiureanfangswerte erhalten, so ist es unbedingt erforder- 
lich, daB der Muskel in der Salzsaure sofort mit dem Pistill zerdriickt 
wird, ohne vorher eine Zerschneidung des Muskels vorzunehmen. 
Zerdriickt man den Muskel nicht sofort oder nimmt man statt dessen 
zunachst eine Zerschneidung des Muskels vor, so steigen die Milchsaure- 


' T. Nagaya, Pfliigers Arch. 221, 733. 
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werte sofort in die Hé6he und verwischen dadurch das Versuchsresultat. 
Es erscheint wahrscheinlich, daB auch die zu hohen Werte der genannten 
Autoren durch diesen Umstand verursacht sind. 

Die Frage, ob die titrimetrische oder die kolorimetrischen Met hoden 
als die genaueren zu bezeichnen waren, laBt sich kaum einheitlich 
beantworten. Jede von beiden bietet in besonderen Fallen Vorteile 
und vielfach lassen sie sich in bezug auf ihre Genauigkeit kaum ver- 
gleichen. Beide Methoden haben Fehlerquellen. und man muB sich 
dieser Fehlerquellen bewubt bleiben, wenn man zu zuverlassigen 


Resultaten und zu einer richtigen Deutung dieser letzteren gelangen will. 





Die mitogenetische Spektralanalyse. 


Ill. Mitteilung: 
Das detaillierte glykolytische Spektrum. 


Von 


J. Ponomarewa. 


(Aus dem Institut fiir experimentelle Medizin in Leningrad. Abteilung fiir 
experimentelle Biologie.) 


(Eingegangen am 15. Juli 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In der ersten Mitteilung tiber die mitogenetische Spektralanalyse! 
wurde bereits darauf hingewiesen, da die Darstellung der Spektren 
mit dem technisch zurzeit erreichbaren Grade von Monochromasie im 
, Gange ist. Die Ergebnisse dieser Priifung, die sich insgesamt auf uber 
200 Einzelversuche erstreckt, seien hier in ausfiihrlicher Form dar- 
gestellt, da es sich immer mehr herausstellt, wie wichtig fiir das Nach- 
folgende eine genaue Diagnose des glykolytischen Spektrums ist. 


Methodik. 


Es stand uns ein Quarzspektrograph von R. Fuess, mittleres Modell, 
zur Verfiigung, welches auch als Monochromator benutzt werden kann, 
indem in der Ebene der photographischen Platte ein verschiebbarer 
optischer Spalt angebracht wird, dessen Lage in Angstrém nach einer 
Orientierungsskala abgelesen werden kann. Im kurzwelligen Spektral- 
bereich entsprechen 10 Angstr6m etwa 1mm Spaltbreite, im lang- 
welligen entsprechend weniger. Der Kollimatorspalt wurde stets auf 
etwa die Hilfte des Austrittspaltes eingeengt. Es versteht sich von 
selbst, daB die Anordnung nur einen maBigen Grad von Monochromasie 
gewahrt, da der Spektrograph mit nur einem Prisma ausgestattet ist. 
Die Zergliederung des Spektrums ist nichtsdestoweniger unvergleichlich 
genauer als in den bi-herigen, in unserem Laboratorium gewonnenen 
Daten. Dieses ,,monochromatische Verfahren, wie wir es mit allem 
Vorbehalt bezeichnen wollen, hat auch eine Reihe technischer Nachteile. 


' N. Kannegiesser, diese Zeitschr. 236. 415, 1931. 
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Die nétige Expositionszeit ist héher, als wie sie bei maximaler Breite 
des Kollimatorspaltes benétigt wind. Es wurden stets 6 Minuten ge- 
nommen, was einer reinen Anstrahlungszeit von 3 Minuten gleich- 
kommt, da die Reizgabe in fraktionierter Form mit Sektorial- 
ausschnitten der Diehscheibe mit dem Gesamtumfang von 180° ge- 
schieht. Es kénnen auch selbstverstandlich nicht mehrere Linien gleich- 
zeitig aufgenommen werden. Die Gesamtaufnahme eines Spektrums, 
sei es auch nur eine einmalige, ist daher nicht nur zeitraubend, sondern 
setzt vor allem die Erneuerung der Strahlungsquelle nach jeder Auf- 
nahme voraus. 

Wir haben stets jede Linie mindestens dreimal, meist sogar mehr 
geprift. Unsere Ergebnisse waren stets eindeutig. 

Die Arbeit wurde durch die Vorkenntnis der summarischen Spektren 
bedeutend erleichtert, da wir uns darauf beschranken konnten, nur die 
als positiv nachgewiesenen Bezirke des ultravioletten Gebiets ,,mono- 
chromatisch* zu zerlegen. Es handelt sich demnach um die Bereiche: 
1900 bis 2000 Angstrém und 2140 bis 2200 Angstrém, die jetzt in Einzel- 
bezirke von je 10 Angstrém Breite zerlegt werden muBten. 

Als Detektor wurden Hefeagarkulturen einer Weinheferasse 
benutzt. Es wurde schon in den vorangehenden Arbeiten angegeben, 
daB der Induktionseffekt sich weit iiber den unmittelbaren Bezirk der 
direkten Anstrahlung hinaus innerhalb des Detektors ausbreitet un 
es daher auf die genaue Lokalisation der Projektion des optischen 
Spaltes auf die Detektoroberfliche nicht ankommt.' Es muB aber 
andererseits beriicksichtigt werden, daB dieser Umstand uns der Méglich- 
keit beraubt, mit unserer Methodik einen genaueren Einblick in die 
tatsichliche Breite des betreffenden Spektralstreifens zu gewinnen, 
da, wie sich aus den Angaben von Gurwitsch ergibt, die Anstrahlung 
von nur 0,1 mm Breite bereits Induktionsresiduen iiber ein Bereich 
von etwa 20 mm Breite auf dem Hefeagarblock erzeugt. Die Angaben, 
daB es sich um Spektrallinien von 10 Angstrém Breite handelt, haben 
demnach einen nur bedingten Wert, da sie nur das mégliche Maximum der 
Breite angeben.. Als eigentliches Testobjekt fiir méglichst reine Glykolyse 
standen uns Reinkulturen des Bac. acid. lact. Lechm., die wir der Freund- 
lichkeit von Herrn Prof. Issatschenko verdanken, zur Verfiigung. Als 
zweites Objekt, bei dem Glykolyse jedenfalls vorherrscht, wurde hamo- 
lysiertes Kaninchenblut benutzt. Mit diesen zwei Ausgangsquellen 
wurden dann zwei weitere Strahlungsquellen spektral zerlegt, deren 
glykolytischer Charakter auf Grund vorangehender Erfahrungen sehr 
wahrscheinlich erschien und nunmehr in strengerer Weise nachgewiesen 
werden soll. Es ist dies die alkoholische Hefegirung (aerob) und die 
Strahlung des Kornealepithels des Kaninchens, deren Ubereinstimmung 
mit dem summarisch gewonnenen glykolytischen Spektrum in der 
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Arbeit von JL. Gurwitsch1 nachgewiesen wurde. Aus _ technischen 
Griinden wurde gerade das Kaninchenauge am ausfiihrlichsten be- 
arbeitet. 

Das Spektrum der Milchsduregirung. 

Reinku!turen von Bac. acidi lact. Lechm. wurden auf Molke angesetzt 
und nach 24stiindigem Aufenthalt im Thermostaten bei 38° benutzt. Die 
Kultur kam in eine kleine Quarzkammer, die in etwa 3em Abstand vom 
Kollimatorspalt aufgestellt wurde. Durch eine einfache Heizvorrichtung 
wurde fiir Erhaltung der Temperatur von etwa 35 bis 38° gesorgt ?. 

Die Ergebnisse der Spektralzerlegung sind tabellarisch zusammen- 
gestellt. 

Tabelle. 


Spektrum der Milchséuregaérung. 





Spektral- — Mittelwerte Spektral- —— Mittelwerte 
bereich in A 0), @ bereich 0, . 
| 88 1950—1960 —68 — 68 
te | 
1900—1910 28 49 ae 
18,5 | e 14° 
18,7 1960-—1970 a7 36.2 
. 992 
24.6 ay | 
| 27.2 | 43,8 
1910—1920 15.7 257 . 0 
= | 1970 2000 | ee eg 
41 9 ¢ 
2150—2160{ — 23 |! —29 
990 | — 3,1 a P 
aetieeed -< | -* | 24.6 
Be 
, 87 hI 2170—2180 275 | 29 
1930-1940} og’, | A | 4p | 
30,2 
17,6 ; 
| 23 | 2180—2190 | i 
1940—1950 } 19 24.1 ~~, 
265 | 2 py 0 = 
| 34,7 3190-2200 | ar jy 8 





Das Spektrum der Blutstrahlung. 


Da es uns nicht darauf ankam, ob die Blutstrahlung ausschlieBlich 
glykolytischer Herkunft sei, sondern nur daB auch das typische glykolytische 
Spektrum in derselben identifizierbar ist, haben wir uns im wesentlichen 
auf die Priifung der fiinf Streifen zu 10 Angstrém beschrankt, die fiir das 
vorangehende wohl rein glykolytische Spektrum festgestellt wurden. Es 


1 Diese Zeitschr. 236, 495, 1931. 

2 In die Quarzkammer wurde eine kleine Spirale aus Nichromdraht 
in einer Glashiille eingebaut, die in den Strom eingeschaltet und mittels 
eines Widerstands zur nétigen Temperatur gebracht werden konnte. 
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wurde Kaninchenblut benutzt, welches auf FlieBpapier aufgefangen wurde 
und am gleichen Tage oder héchstens Tags darauf mit destilliertemm Wasser 
aufgeweicht und sofcrt zur Exposition benutzt wurde. Fiir jeden Versuch 
mu natiirlich frisch bereitetes Blut benutzt werden. Es wurden zur Kon- 
trolle nur noch drei Streifen, wo Nulleffekte erwartet wurden, gepruft. 














Tabelle. 
Spektrum der Strahlung des héimolysierten Blutes. 
Spektral- Effekte Mittelwerte Spektral- Effekte Mittelwerte 
bereich - _ bereich 
25.8 an f 59.6 ~ 
« 940—19! J, ) 
12.8 1940—1950 | ss ij * 
27,8 309 ; 
1900—1910 8.3 30,9 1960—1970 | 59'S |S 
7,5 — 
88.8 0) 
45,3 | 0 | 
2160—2170 7.5 5.9 
22 | 13.2 | 
19,6 9 
16,2 979 
1910—1920 22 242 961 
18,5 on'8 
27.6 217)—2189 pap 35,7 
42.4 47.4 { 
2, 4 40 | 
41) *,! 
90145 Q7 25 —. 
1920—1930 9,7 3.5 2180-2190 | 4.5 | i 
5.6 | 2.3 | 





Spektrum der Strahlung der alkoholischen Gdrung. 
Es wurde eine lebhaft garende Weinheferasse in Bierwiirze benutzt 
(in der bereits geschilderten Quarzkammer). Vorangehende Priifungen 
der Strahlung in unserem Laboratorium ergaben fiir dieses Objekt neben 
Tabelle. 


Spektrum der alkoholischen Gdrung. 





Spektralbereich — ae 
‘ ) ‘ 
1900—1910 | 22.3 36.4 
| 50.6 | 
19101920 | 25,3 29,9 
ag \ 34.6 | 
1940—1950 | 20.5 19 
; | 17.5 
1960-1970 | iy 40,1 
2. 
2170—2180 48.6 | 48.2 


47.9 | 
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dem summarischen glykolytischen auch ein Oxydationsspektrum. Fiir 
unsere Zwecke war es von Interesse, nur die typischen Linien der echten 
Glykolyse auch hier zu identifizieren. Wir haben uns daher auf diese Priifung 
beschrankt. 


Spektrum der Strahlung aus dem Kaninchenauge. 


Dieses Spektrum wurde einer sehr ausfiihrlichen Durchforschung 
unterworfen, da es hier ganz besonders auf die Identifizierung mit dem 
glykolytischen Spektrum ankam. Das Kaninchen wurde in Profilstellung 
vor dem Kollimatorspalt in etwa 3cm Abstand gehalten. Dicht vor dem 
Spalt befand sich die Drehscheibe. 











Tabelle. 
Spektrum der Strahlung des Kaninchenauges. 
Spektral- Effekte Mittelwerte Spektral- Effekte Mittelwerte 
bereich ‘ ‘ bereich P ° 
0 0 0 0 
| 45.9 10 é 
1900—1910 —. } 33,8 “= 
28,2 4, 
1950—1960 1,3 1,7 
l 18.9 0,5 
47.8 “ 10,5 
199 979 } 
1910—1920 17 2a 2 86 
25,1 29 
1 | 33.3 | 
Si 1960—1970 30,6 35 
ye | 412 | 
1920—1930 ) 3.5 7,1 sii 
15.6 | 44 | 
| 8.9 1970—1980 13 2.9 
23 | 
9 
4 me 14°6 
— 8 1980—1990 37 2.8 
— 35 | as (|i 
1930—1940 — 15.6 0,8 ’ 
17,9 l — 42 
— 26 onc — 11,2 s 
— 66 1990- 7 9 | 1,5 
at S 0.6 
vis — 14 
75.4 nen 19 | 0°79 | ‘ 
399 2160—2170 | me | — 1,2 
-11,6 i. 
15,4 24 
3 35,8 
- 16,5 ere an 4 17,6 F 
1940—1950 97:7 25,7 2170—2180 ° 181 29.3 
32,3 40.8 | 
32,2 40 
27,7 ay. * 
20,9 2180—2000 3,3 
37 9 | 1,4 | 
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Die graphische Darstellung des glyk olytischen Spektrums ist in der Abb. 1 


gegeben. 
1900 «198 Zt 


Abb. 1. Schwarzbezirke mit deutlichem Induktionseffekt, die weifi gelassenen mit Nulleffekt 


Besprechung der Ergebnisse. 

Die Ubereinstimmung der positiven Effekte von fiinf Linien zu 
10 Angstrém und der Nulleffekte an einer Anzahl anderer gepriifter 
Bezinke des Spektrums geniigt wohl allen Anforderungen, die man 
billigerweise an die Identifizierung von Spektren stellen darf. Da die 
betreffende spektrale Zusammensetzung fiir zwei Strahlungsquellen 
gilt, deren Chemismus genigend gesichert ist, durfen wir wohl das 
glykolytische Spektrum als in abschlieBender Weise gesichert betrachten. 
Es erstreckt sich dasselbe mithin auf fiinf Linien des kurzwelligen 
Ultravioletts, die nicht breiter als je 10 Angstrém sind. 

Fir eine Aussage iiber die relative Intensitat der einzelnen Linien 
reichen unsere rfahrungen nicht aus, diirfte such die Methodik wenig 
adiquat sein, es sei denn, daB man die Zeitschwellenwerte der einzelnen 
Linien prift,, was einen ganz unverhaltnismiBigen Zeit- und Miihe- 
aufwand verlangen miibte. 

Das summarische, in den zwei vorangehenden Mitteilungen ge- 
schilderte Spektrum hat sich bei der Nachpriifung vollstandig bewahrt, 
wobei wir auch zu dem interessanten Nebenergebnis gelangen, dab 
eine, allerdings relative, Monochromatie der Anstrahlung den In- 
duktionseffekt in keiner Weise beeintrichtigt. Wir sehen namlich, 
daB die Induktionseffekte der drei groben Bereiche 1900 bis 1950, 
1950 bis 2000 und 2140 bis 2220, die sich auf gleicher. Héhe hielten, 
in verschiedener Weise verursacht werden; der erste enthalt drei Linien 
(1900 bis 1910, 1910 bis 1920, 1940 bis 1950), die iibrigen nur je eine 
Linie (1960 bis 1970 bzw. 2170 bis 2180). 

Von groBem Interesse ist schlieBlich die Ubereinstimmung der 
Spektren der Milchséiuregirung mit der alkoholischen Garung. Sie 
kann nur in dem Sinne gedeutet werden, daB die strahlungserzeugende 
Reaktion bei der ,,Glykolyse“‘ der ,,erste Angriff auf die Hexose- 
molekel bzw. die Kette der Vorginge bis zur Entstehung des Methyl- 
glyoxals ist, da die weiteren Wege von hier an bekanntlich auseinander- 
gehen. In analogen Erwagungen ist wohl ein allgemeiner Weg zur 


Verwertung der mitogenetischen Spektralanalyse beim Studium ver- 
schiedener chemischer Reaktionen gegeben. 








Uber den Einflu6 der Temperatur auf den Abbau von 
Kollagen durch Pankreatin. 


Von 


Fritz Stather und Hubert Machon. 
(Aus der Deutschen Versuchsanstalt fiir Lederindustrie, Freiberg. Sa.) 
(Eingegangen am 18. Juli 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


A. Kiintzel und O. Dietsche! kommen bei ihren Untersuchungen 
iiber die Einwirkung von Pankreatin auf Kollagen in Abwesenheit 
von Neutralsalzen und Puffergemischen hinsichtlich des Einflusses der 
Temperatur auf die Fermentwirkung zu dem Ergebnis, dab man zu 
keinem Temperaturoptimum gelange, wie nach Analogie zur Pankreatin- 
verdauung von Elastin zu erwarten ware. Versuche iiber die abbauende 
Wirkung eines Enzymgemisches aus Fischeingeweiden auf Kollagen, 
tuber die wir in Kiirze berichten werden, lieBen das Ergebnis von K iintzel 
und Dietsche keinesfalls als allgemein giiltig fiir den Einflu8 der Tem- 
peratur auf die Pankreatinwirkung gegeniiber Kollagen erscheinen. 
Entsprechende Abbauversuche mit Pankreatin bei Gegenwart und 
Abwesenheit von Puffersalzen bestatigten die Vermutung. 

Als Enzymmaterial kam fiir die Untersuchung ein Pankreatin mit 
einem Caseintest nach Kubelka-Waqner? von 9000 zur Verwendung. Das 
Pankreatin enthielt 0.8 °, Mineralstoffe und 1,5°, Stickstoff. Als Kollagen- 
material diente ein nach Kiintzel und Buchheimer® aus der mittleren Partie 
eines frisch geschlachteten Rindes geschnittenes und an der Luft ge- 
trocknetes Praparat, das auf der Kreuzschlagmiihle unter sorgfaltiger 
Vermeidung jeder Erwairmung zu einem faserigen Pulver zerkleinert worden 


war. Es hatte folgende Zusammensetzung: 10,3°, Wasser. 0.12°, Fett. 
17.85°, Stickstoff und 0,45°,, Asche. 


1 A. Kiintzel u. O. Dietsche, diese Zeitschr. 231, 423, 1931; Collegium 
1931, S. 136. 

2 V. Kubelka u. J. Wagner. ebendaselbst 1929, S. 247. 

34. Kiintzel u. K. Buchheimer, ebendaselbst 1930, S. 205. 
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Zur Ermittlung des Einflusses der Temperatur auf die Pankreatin- 
einwirkung auf Kollagen bei Gegenwart von Puffersalzen wurden je 
3,0g Trockenkollagen entsprechende Mengen Kollagenhautpulver in 
einem 100-ccm-Erlenmeyerkélbchen mit eingeschliffenem Stopfen mit 


1), Stunde im 


je 50cem der bei Zimmertemperatur’ bereiteten und 
Thermostaten bei entsprechender Temperatur vorgewarmten Enzym- 
pufferlésung von px 8,0 (Borat-Salzsdure-puffer) iibergossen, 2! , Stunden 
im Wasserthermostaten auf die angegebene Temperatur erhitzt und 
nach Filtrieren in einem aliquoten Teil des Filtrats die in Lésung ge- 
gangene Stickstoffmenge mikroanalytisch nach Ajeldahl bestimmt. 
Entsprechende Blindversuche ergaben die durch die Pufferlésung bei 
der betreffenden Temperatur gelésten Stickstoffmengen. 

Tabelle I und Abb. 1 zeigen den EinfluB der Temperatur auf den 
Kollagenabbau durch Pankreatin bei Gegenwart von Puffersalzen. 


7) 


Abb. 1. 


Es laBt sich bei der Einwirkung von Pankreatin auf Kollagen bei 
Gegenwart von Puffersalzen unter den angefiihrten Versuchsbedingungen 
ein ausgesprochenes Temperaturoptimum bei etwa 50°C feststellen. 


Tabe lle s 


3g Kollagen; 50 ccm einer 0,05°,igen Enzymlésung; 2'/, Stunden. 





Temperatur 30° 40° 46 52 570 62° 67° 


% insgesamt abgebautes 


eg Bes fw 8,7 21,1 33,7 | 505; 454) 182) 169 
% im Blindversuch abge- 
bautes Kollagen. . . . 3,4 53 6.3 7,5 10,1 15.2 16,0 


% von Pankreatin abge- ; 
bautes Kollagen. . . . 5.3 158 274 4380 353 3,0 0,9 
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Die gleichen Abbauversuche wurden weiter mit Pankreatin ohne 
jeglichen Zusatz unter den gleichen Versuchsbedingungen durch- 
gefiihrt, und zwar in zwei Konzentrationen, wobei die eine in Anlehnung 
an die Versuche von Kiintzel und Dietsche sehr hoch gewahlt wurde. 
Der pu-Wert der Enzymlésungen betrug zu Beginn der Abbauversuche 
5,8, nach Beendigung der Versuche 6,6. 

Tabelle I1 und Abb. 2 zeigen die Ergebnisse des Abbaues von 
Kollagen durch Pankreatin in Abhangigkeit von der Temperatur bei 
Abwesenheit von Puffersubstanzen unter Beriick:ichtigung der durch 
reines Wasser bei den verschiedenen Temperaturen abgebauten Kollagen- 


mengen. 





Vage 


% abgebaute. 
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Abb. 2. 


Tabelle Il. 





3g Kollagen; 50 cem einer 0,02 % igen Enzymlésung; 2'/, Stunden. 
‘ l 
Temperatur 309 | 400 45° 50° 550 60° 65° 70° 


%:+ insgesamt abge- 
bautes Kollagen . 2,7 6,6 13,6 | 11,0; 10,2 | 12,7] 14,5] 16,0 

% im Blindversuch ab- 
gebautes Kollagen 1,7 


2.6 3,8 4.8 6,6 10.6 | 12,9 14,7 


% von Pankreatin ab- 
gebautes Kollagen 1,0 4,0 9,8 6,2 3,6 2,1 1,6 1,3 
Tabelle III. 
3g Kollagen; 50 ccm einer 1,0° igen Enzymlésung; 2'/, Stunden. 





Temperatur 30° 40° 45° 50° 55° 60° 659 | 70° 
; . ' 
% insgesamt abge- 
bautes Kollagen . 17,7 | 34,1 | 43,9 | 57,7 | 80,7 | 865 | 51,8! 19,7 
% im Blindversuch ab- 
gebautes Kollagen 1,7 2.6 3.8 4.8 6.6 10.6 129 14,7 


% von Pankreatin ab- 
gebautes Kollagen 16,0 31,5 40,1 529 741 £759 489) 5,0 
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Auch bei Abwesenheit von Puffersalzen ist bei der Einwirkung 
von Pankreatin auf Kollagen ein ausgesprochenes Temperaturoptimum 
festzustellen. Bei Vergleich der Versuchsergebnisse bei den beiden 
unterschiedlichen Enzymkonzentrationen ist festzustellen, daB durch 
starke Erhéhung des Verhialtnisses von wirksamer Enzymmenge zu 
Kollagen das Optimum nach der héheren Temperatur hin verschoben 
wird. Da Kiintzel und Dietsche bei ihren Untersuchungen ein auBer- 
ordentlich groBes Verhaltnis von wirksamer Enzymmenge zu abbau- 
fahigem Kollagen anwandten (0,25 g Pankreatin von 70000 Fuld-Gross- 
Einheiten auf 1 g Kollagen) und ihre Versuche nur bis 60° C ausdehnten, 
muBten sie zu ihrem nicht allgemein giltigen SchluB gelangen. 





Uber Beeinflussung von Drehung und Mutarotation der Glucose. 


I. Mitteilung: 
Der EinfluB des Eindampfens. 


Von 


Hans Norbert Naumann. 
(Aus der I. Medizinischen Universitatsklinik Berlin.) 


(Eingegangen am 19. Juli 1931.) 


Die friiher beschriebene! Verfeinerung polarimetrischer Messungen 
bedeutet die Lésung der physikalischen Seite des Problems einer all- 
gemeinen Anwendung genauer polarimetrischer Analysen. . Die zweite 
umfassendere Teilaufgabe betrifft die chemische Seite des Problems, 
Herstellung ausreichend reiner® 
diesem Zwecke sind Zusatz von Reagenzien und vielfach Einengen 
schwach drehender Lésungen erforderlich, MaBnahmen, deren EinfluB 


und konzentrierter Lésungen. Zu 


auf das Drehungsvermégen jeder optisch-aktiven Substanz gesondert 
zu prifen ist. Die folgenden Untersuchungen® sind beschrankt auf 
die haufigsten chemischen Operationen zwecks optischer Untersuchung 
der in den K6rperfliissigkeiten gelésten Glucose. 

Die tibliche Anwendung des Vakuums zum Eindampfen gr6Berer Mengen 
von Zuckerlésungen ist begriindet durch die Erfahrung, daB bei tiefen 
Temperaturen Karamelbildung mit Sicherheit verhindert wird. Da8 auch 
héhere Temperaturen unter Umsténden vertragen werden, geht aus alteren 


1 H.N. Naumann, diese Zeitschr. 220, 217; 221, 425; 222, 407; 229, 
269, 1930. 

* Benutzt wurde wie in friiheren Versuchen das reinste Kahlbaumsche 
Glucosepréparat, das nach dreimaligem Umbkristallisieren keine Drehungs- 
aénderung zeigte. Nach Analogie mit den Untersuchungen Jacksons mit 
reinster Merckscher Glucose (Bull. Bur. Stand. Washington 13, 633, 1917) 
darf ausreichende Reinheit des Kahlbauwmschen Praéparats angenommen 
werden. 

3 Die Versuche wurden ausgefiihrt mit der friiher beschriebenen 
Apparatur (Nawmann, |. c.). Der Firma Schmidt d& Haensch, Berlin, sowie 
den Hanauer Werken, die auch fiir diese Arbeit ihre Apparate zur Ver- 
fiigung gestellt haben, spreche ich meinen besten Dank aus. 
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Versuchen von A. Bickel’ hervor. der Glucoselésungen bei geringem Saure- 
zusatz stundenlang ohne Verluste kochen konnte. Im gleichen Sinne der 
Unschadlichkeit von Warmeeinwirkung zu verwerten ist der Umstand des 
Aufkochens von Glucoselésungen zur Beseitigung der Mutarotation und 
der Gewinnung der /-Glucose durch Eindampfen bei 98°.  Da_ kleinere 
Flissigkeitsmengen meist auf dem Wasserbad eingeengt werden, so war 
es zunéchst von Interesse festzustellen, ob dies Verfahren die optischen 
Eigenschaften der Glucose veraéndern wiirde. 

Beim Verdampfen einer wasserigen Glucoselésung auf dem Wasser- 
bad sind drei Stadien der Konsistenzinderung zu unterscheiden. 
Zunachst entsteht sehr bald bei einem Wassergehalt von etwa 5 bis 10°, 
die bekannte sirupartige Eindickung. Im zweiten Stadium bilden 
sich auf der Oberflache des Sirups kleine, weibe Scheibchen, die sich 
durch konzentrische Anlagerung allmahlich vergréBern. Das dritte 
Stadium ist charakterisiert durch Verschmelzen der Scheiben zu einer 
oberflichlichen Kruste, die sich verdickt, bis eine homogene, wachs- 
artige Masse entsteht mit einem Wassergehalt von etwa 3°, und weniger. 
Die anfangs reinweiBe Farbe geht bei tagelangem Verdampfen ins Gelb- 
liche tiber. Auf der Oberflache sind an den Stellen der urspriinglich 
vorhandenen Scheiben konzentrische Kreise nach Art der Liesegang- 
schen Ringe erkennbar. 

Beziiglich des optischen Verhaltens kann allgemein festgestellt 
werden, daB stets eine Mutarotation auftritt, nach deren Ablauf fast 
stets der normale Endwert abgelesen wird (Tabellen I bis IV). Da 
Verluste aber nur ausnahmsweise eintraten und dann héchstens 1°, 
betrugen, so liegt die Annahme eines Versuchsfehlers naher als die 
einer Temperaturschadigung. Vollstindig unregelmaBig verhielt sich 
die Mutarotation, die in drei verschiedenen Formen auftrat. Meist 
war der Anfangswert erhéht (Tabelle 1), zweimal erniedrigt (Tabelle I, 
Spalte 1 und 2) und einige Male erhéht, fiel aber dann unter die Norm 
und stieg schlieBlich wieder an (Tabelle II, Spalte 3). Eine gewisse 
Einheitlichkeit ist in dem Umstand zu erblicken, daB die Anfangs- 
werte nach 15—20 Minuten mit zwei Ausnahmen nicht mehr betragen als 
12°,, der Endwerte gegeniiber dem normalen Verhaltnis von 85 bzw. 

» und daB die Geschwindigkeitskonstanten des Ablaufs der Muta- 
rotation? nicht erheblich von dem normalen Wert 6,7 abweichen. 


92° 


In dem Bestreben, eine Gesetzmabigkeit der Mutarotation des 
Glucoseriickstandes zu finden, wurden die Versuchsbedingungen 


1 A. Bickel, Pfliigers Arch. 75, 248, 1899. 

log b — log(b — x) 
t 

worin 6 der gesamte durchlaufene Winkel, x der in der Zeit ¢ durchlaufene 

Winkel bedeutet. Zur Vermeidung von Briichen sind die Werte wie iiblich 

mit 1000 multipliziert. 


2 Zur Berechnung diente die Wilhelm ysche Formel c = 


Biochemische Zeitschrift Band 239 29 
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variiert. Die Hitzewirkung wurde verstarkt, indem das Schalchen 
tiefer in das Wasserbad gesetzt wurde. Es wurden ferner Schichthéhe 
und Erhitzungsdauer geaindert und schlieBlich die Beziehung zum 
Wassergehalt untersucht (Tabelle I11). 


Tabelle I*. 
Mutarotation des Glucoseriickstandes mit erhéhter Anfangsdrehung. Her- 
stellung der Lésungen: 1 g Glucose, 2 Minuten in 25 cem H,O gekocht, auf 
dem Wasserbad verdampft, Riickstand auf 100 ccm aufgefiillt. 





Normale Mutarotation 


Ph... ae 0.64 0,42 29 10 0 Glucose 4.5%, Glucose 
in %o [¢lug Ca 
(Murschhauser) 
20 Min. ... 100,7 72,6 64,7 107,6 97.5 
aes 69,3 100,0 90,04 
60 , wie 84,1 65,9 61,9 82.6 76,14 
(SES 63,9 60,5 72,6 67,81 
120 , ae 68,5 61,6 60.5 67,7 62,25 
150 , 5 es 60,1 60,2 65,6 
180 , ogee 63,6 60,1 59,0 63,4 56,69 
210 , IP he 59,3 59.5 
240 , Pree 62,0 59,0 61,3 54,47 
ane ore 59,1 
ae ee ‘ 60,3 59,0 59.6 59.7 52,80 
Res ad ab Ge 6,4 8,3 8,3 7.4 6,72 


Tabelle 11. 
Mutarotation des Glucoseriickstandes mit erniedrigter Anfangsdrehung. 
Herstellung der Lésungen: 1 g Glucose, 2 Minuten in 25 cem H,O gekocht, 
auf dem Wasserbad verdampft, Riickstand auf 100 ccm aufgefiillt 





Mutarotation 
der 8-Glucose nach 


* Wassergehalt donnaedi. . 
des Riickstandes | 0,13 0,52 3,1 aa 
in %/, en ES. SNE Ba 
[]p 
[oem -. ; Cs 53,7 52,4 61,8 29,1 
30 . — 52.8 60.8 35,5 
« ror 55,6 55,9 60.3 42.1 
a vee tg 57,1 58,8 48.9 
150 , jd be 58,2 51,0 
180 , ee 58,1 59.6 52,5 
240 . eh oe 58,9 
wes. Fs 2S 59,6 59,2 59,3 
C. 4,2 4.8 9,0 8,3 


* Die Normaldrehung einer | °,igen Glucoselésung bei Hg-Licht betragt 
0,598° (genauer als der friiher angegebene Wert 0,600°) + 0,001 bis 0,005°. 
so daB Werte von 0,593 bis 0,603° bzw. spezifische Drehungen von 59,3 
bis 60,3 noch als normal zu betrachten sind. 
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Tabelle II]. 


Drehung des Riickstandes und des eingeengten Fliissigkeitsvolumens nach 
Verdampfung auf dem Wasserbad. Herstellung der Lésungen: | g Glucose, 
2 Minuten in 25 ccm H,O gekocht, auf dem Wasserbad verdampft, 
Riickstand bzw. eingeengtes Fliissigkeitsvolumen auf 100 ccm aufgefiillt. 





Wassergehalt ) 
des Riick- 25 5.5 12.4 35.9 37,4 58,3 63,8 71,5 89.7 93,5 
standes in °/, 
10—24 Min. 64,7 633 66.0 633 628 620) 61.0 612 602 60,0 
a 61.9 61,3 623 60,9 
oc 59,6 | 59.5 59.5 | 59.7 59.6 595 | 59,6 59,2 59,9 59.6 


Wie aus Tabelle III ersichtlich, besteht keine strikte Abhaingigkeit 
zwischen Wassergehalt und Anfangswert der Drehung. Eine Regel- 
maBigkeit ist aber bis zu gewissem Grade bei der Mutarotation des 
Sirups im Gegensatz zu der auf seiner Oberfliche sich bildenden Kruste 
festzustellen. Es zeigte sich namlich, daB der Sirup stets Birotation, 
die Kruste im Beginn jedenfalls Semirotation besitzt (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 


Mutarotation des sirup- und krustenartigen Riickstandes. Herstellung cer 
Lésungen: a; 1g Glucose, 2 Minuten in 25cem H,O gekocht, bis dur 
sirupartigen Konsistenz auf dem Wasserbad verdampft, Riickstand auf 
100 cem aufgefillt. b) Wie vorher verdampft, bis zur Bildung gréBerer 
Krusten, Abheben der letzteren, Lésen in Aqua dest. nach Gutdiinken. 





Krustenartiger Riickstand 


Sirupartiger Riickstand (nicht quantitativ) 


Wassergehalt | * 


des Riickstandes 7.3 5.5 0.65 0.54 
in %/o 

15Min. ... 66,4 64,9 66,8 

w pies 65,0 63,1 58,1 68,0 

oa — 62,5 61,9 60,8 69,7 

7) «2 7a 61,5 60.6 62,0 70,5 
im . oe 60,6 60,1 62,6 71,6 
150 , wed 60.6 60,3 62,9 71,8 
S _—_ Wiehe 59.5 60,2 62,8 71,8 
a 58.6 60,1 
ee ae . 6 is 59,5 59,1 63,8 72,7 
_ eae 6.6 6.5 7.4 6,1 


Interessant in diesem Zusammenhang sind die alten Untersuchungen 
von Erdmann! und Schméger*, die gleichfalls eine wechselnde Mutarotation 
von Zuckerriickstanden nach Verdampfung auf dem Wasserbad fest- 
stellten. Der von diesen Forschern zur Erklarung herangezogene Wasser 
gebalt erscheint nach den eigenen Versuchen jedenfalls nicht allein 


1 Erdmann, Jahresb. f. Chem. 1855, 8S. 671. 
2 Schméger, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 1880, 1915; 1881, 2122. 


29* 
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maBgebend zu sein. GréBere Bedeutung diirfte der Temperatur zukommen, 
die, wie an anderer Stelle mitgeteilt', wegen der wechselnden Bedingungen 
des Warmeiiberganges auf dem Wasserbad kaum konstant zu halten ist. 
Orientierende Messungen der Lésung im Beginn der Verdampfung ergaben 
Temperaturen von 65 bis 88°, die Temperatur des festen Riickstandes betrug 
an der Oberflaéche 60°. 

Die nachstliegendste Erklarung fiir die Mutarotationserscheinungen 
des Verdampfungsriickstandes nach der Lehre von der Stereoisomerie* 
der Monosaccharide ist die Annahme verschiedener Mischungsverhialtnisse der 
«- und f-Glucose. Nach dieser Auffassung ware eine beliebige Anfangsdrehung 
zwischen 19 und 110° bzw. zwischen den néherungsweise berechneten 
Werten 22 und 125° bei Hg-Licht méglich und ein Gesamtablauf der 
Mutarotation, der von der Geschwindigkeit des Ablaufs beider Anteile ab- 
hangig ist. Nach der anscheinend einzigen bis jetzt vorliegenden Angabe 
von Lundsgaard und Holbell® ist nun die Enddrehung der /-Glucose nach 
3 Stunden erreicht, waéhrend die der «-Glucose dann nach Murschhauser * 
noch 7,4°, nach eigenen Versuchen 6,2°, héher ist als die Enddrehung. 
Bei einer Anfangsdrehung von 0,537° (Tabelle II) wiirde sich ein Gehalt 
an B-Glucose von 0,7",, an «-Glucose von 0,3 °,, ergeben, die nach 3 Stunden 
eine Erhéhung gegeniiber der Enddrehung von wenigstens 0,012° bedingen 
miiBte. Eine derartige Erhéhung wurde aber in beiden Fillen von 
Semirotation nicht beobachtet, im Gegenteil, haufig sogar eine Weniger- 
drehung. Vorausgesetzt, daB weitere Untersuchungen den schnelleren 
Mutarotationsablauf der f-Glucose bestatigen, so wiirde das Mischungs- 
verhiltnis der «- und -Glucose allein nicht jede Form der Mutarotation 
des Glucoseriickstandes erkliren. Es wire dann zunichst eine gegenseitige 

‘ Beeinflussung der beiden Modifikationen in Erwiigung zu ziehen, vielleicht 
unter Beriicksichtigung der Hydrattheorie nach dem Vorgang von Bleyer 
und Schmidt §. 


Bei den Versuchen iiber EinfluB des Wassergehalts auf die Muta- 
rotation ergab sich, daB auch bei geringen Graden der Einengung eine 
Mutarotation eintritt. Zur Feststellung der Grenze des Temperatur- 
einflusses wurden kurzdauernde Erhitzungsversuche ausgefiihrt (Ta- 
belle V). Es zeigte sich, daB eine geringe Birotation bei noch so kurzem 
Erhitzen ebenso auftritt wie bei Kochen auf der Asbestplatte bis zur 
Dauer von | Stunde, wenn eine erhebliche Kinengung vermieden wird. 
Beim Erhitzen unter verschiedenen Bedingungen ergab sich, daB beim 
Lésen in kochendem Wasser die Anfangsdrehung etwa 8°, hoher ist 
als die Enddrehung, daB ferner der geringste EinfluB stattfindet bei 
allmablichem Abkiihlen und bei Benutzung eines Becherglases. Der 
letztere Umstand ist so zu erklaren, daB an der Wandung in Hohe des 


1 H. N. Naumann, diese Zeitschr. 216, 139, 1929. 

2 E. F. Armstrong, The simple Carbohydrates and the Glucosides. 
London 1924; Bleyer u. Schmidt, diese Zeitschr. 138, 117, 1900, dort weitere 
Literaturangaben. 

3 Lundsgaard u. Holbell, Journ. of biol. Chem. 65, 305, 1925. 

* Murschhauser, diese Zeitschr. 104, 214, 1920. 

5 Bleyer u. Schmidt, 1. c. 
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Flissigkeitsspiegels eine geringe Trocknung eintritt, und zwar bei 
flachen GefiBwanden in héherem MaBe als bei senkrechten!. 


Tabelle V. 


Einflu8 des Kochens auf die Drehung der Glucose. 





Zahl der Differenz von Differenz in °/, 
Herstellung der Lisungen Versuche A2fangs- und der 
: End-Drehung End-Drehung 


1g Glucose in 25cem kochenden H,0 
gelést, sofort gekihlt, auf 100 ccm 
I ie ete Rie ee A el 3 + 0,048 8,0 


1g Glucose in 25cem heibem H,O 
gelost, 2 Min. gekocht, sofort ene 


auf 100 cem aufgefillt . 7 + 0,016 2,7 
1g Glucose in 25 ccm heigem H,0 

gelost, 2 Min. gekocht, etwa 20 Min. 

abgekihlt, auf 100ccem aufgefillt . . + + 0,005 0,8 


1g Glucose im Becherglas in 25 ccm 
kaltem H,O gelést, 2 Min. gekocht, 
30 Min. oo auf 100 cen. auf- 
"ee oh 6 + 0,0017 0,3 


1 g Glucose in Porzellanacbale in 25ecm 
kaltem H,O geldst, 2 Min. gekocht, 
30 Min. gekiihlt, auf 100.cem aufgefiillt 6 + 0,0103 1,7 


Die bei Erhitzung unter Atmospharendruck regelmaBige, wenn 
auch geringfiigige und voriibergehende Beeinflussung der Drehung 
schien die tibliche Anwendung des Vakuums bei Verdampfung gréBerer 
Mengen Zuckerlésung bis zu gewissem Grade zu rechtfertigen. Aber 
auch bei Vakuumverdampfung ist stets ein EinfluB zu konstatieren 
(s. Tabelle VI). Es tritt sogar eine nicht unbetrichtliche Erniedrigung 
der Enddrehung ein, wenn der Kolben nach vollstandiger Verdampfung 
weiter im heiBen Wasserbad gelassen wurde?. Sorgt man jedoch bei 
Eindickung der Lésung rechtzeitig fiir Abkiihlung des Wasserbades auf 
40°, so ist eine Beeinflussung der Enddrehung mit Sicherheit zu 
vermeiden. Die Werte der Anfangsdrehung entsprechen ungefahr den 
bei Verdampfen auf dem Wasserbad erhaltenen. 


1 Dieser Umstand ist auch bei den friiher beschriebenen Abdampf- 
schilchen fiir kleine Fliissigkeitsmengen (diese Zeitschr. 216, 157, 1929) 
zu beriicksichtigen, da hier am Boden stets kleinere Substanzmengen zur 
Trockne verdampfen. 

2 Messungen des Kolbenbodens nach Aufhéren des Siedens ergaben 
einen sehr schnellen Temperaturanstieg auf iiber 90° (s. H. N. Naumann, 
diese Zeitschr. 226, 165, 1930; Chem. Fabr. 4, 4, 1931). 
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Tabelle V1. 


Mutarotation des Glucosertickstandes nach Verdampfung im Vakuum. 
Herstellung der Lésungen: | g Glucose in 25cem H,O 2 Minuten gekocht, 
mit etwa 100 ccm H,O in den Verdampfungskolben gespiilt, bei 20° ver- 


dampft, Riickstand auf 100 cem aufgefiillt. 





Zeit nach Kolben mit Riickstand im kochenden Nach Eindickung der Lisung 
Wasserbad gelassen Wasserbad auf 40° abgekiihlt 


dem Lésen des 


Rickstandes "15 Min. | 60 Min. | 120 Min. | 120 Min 

15 Min. .. 65,2 59,1 634 644 64.9 64,3 63,8 
60 60,9 56,0 59,3 60.6 B15 = «618619 
O° . 57,2 51,4 548 56,9 59.8 59,5 594 


Fir die Praxis der polarimetrischen Analyse ergibt sich beziiglich 
des Eindampfens reiner Glucoselésungen, daB jede noch so geringe 
Volumenanderung das Auftreten einer Mutarotation zur Folge hat, 
die eine endgiiltige Messung erst nach Ablauf derselben, und zwar 
friihestens nach einem Zeitraum von 3 bis 4 Stunden méglich macht. 
Eine Schadigung beim Eindampfen auf dem Wasserbad, kenntlich in 
Verminderung der Enddrehung, tritt nicht ein. Der Riickstand nach 
Vakuumverdampfung zeigt eine ahnliche Mutarotation wie derjenige 
nach Wasserbadverdampfung. Zur Vermeidung von Temperatur- 
schg4digung bei der Vakuumverdampfung ist bei Eindickung der Lésung 
das Wasserbad auf 40° abzukiihlen. 








lum. 
cht, 
ver- 





ung 
‘ihlt 


‘lich 
inge 
hat, 
war 
cht. 
h in 
ach 
nige 
tur- 
ung 











Die Verteilung der Serumphosphatide 
und des Cholesterins in durch Filtration durch grobporige 
Kollodiumfilter gewonnenen Serumultrafiltraten. 


Von 


Stefan Went und Ladislaus Goreezky. 
(Aus dem Bakteriologischen Institut der Universitat Budapest.) 
(Eingegangen am 17. Juli 1931.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


1. 

Der eigenartige Zustand der Lipoidstoffe im Serum, namentlich 
die Beziehung dieser Substanzen zu den Serumproteinen, war wahrend 
der letzten Jahre Gegenstand eingehenden Studiums. Doch ist es 
auch jetzt kaum méglich, eine endgiiltige Antwort auf diese Frage zu 
geben; es muB aber als 4uBerst wahrscheinlich betrachtet werden, daB 
die Lecithine und Sterine im nativen Serum in Form von Verbindungen 
mit Eiwei®Bstoffen vorliegen. 


Die Tatsache, daB die nach den iiblichen Methoden hergestellte Euglo- 
bulinfraktion immer noch Phosphor enthélt. lenkte die Aufmerksamkeit 
schon langst auf die Méglichkeit. daB zwischen den phosphorenthaltenden 
Serumlipoiden und Euglobulin ein engerer Zusammenhang bestehe. Chick(1) 
konnte durch Mischung von salzfreiem Pseudoglobulin und wiisseriger 
Lecithinemulsion ein ..kiinstliches Euglobulin‘: herstellen, was beweist, 
da8 Euglobulin nichts anderes als die Kombination von Pseudoglobulin 
mit Lecithin ist. Macheboeuf (2) beobachtete. daB durch mehrmaliges 
Anséuern und Realkalisieren gefalltes Serumeiweif einen konstanten 
Gehalt an Lecithin und Cholesterin hat. Diese Substanz wird durch Be- 
handlung mittels Alkohols nicht denaturiert. und die Lipoidstoffe kénnen 
mittels Athers nicht extrahiert werden. Nach Macheboeufs Meinung repra- 
sentiert diese Substanz eine echte Verbindung von Lecithin, Cholesterin 
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und SerumeiweiB. Sérensen (3) betont auch, daB mittels Athers nur eine 
minimale Menge von Lipoidstoffen aus dem Serum ausgeschiittelt werden 
kann, was wieder beweist, daB die Phosphatide und Sterine im Serum nicht 
in freiem Zustande vorliegen kénnen. Nach Went und Faragé (4) ver- 
andert sich in Gemischen von wasserigen Lecithinemulsionen und Serum 
die Menge der einzelnen Serumfraktionen derart, daB abhangig von der 
Quantitaét des zugegebenen Lecithins die Menge des Euglobulins zu- 
nimmt, daneben aber die Menge des Pseudoglobulins I in demselben Ver- 
haltnis abnimmt. Ahnliche Verhaltnisse wurden auch bei Pseudoglobulin TI 
und Albumin gefunden. Diese Beobachtungen unterstiitzen also die An- 
nahme von Chick, nach welcher das Euglobulin einen kolloidalen Komplex 
von Pseudoglobulin und Lecithin darstellt ; eine &4hnliche Beziehung scheint 
aber auch bei Pseudoglobulin [I und Albumin zu bestehen. Doch sprechen 
die Untersuchungen von Reiner (5) gegen diese Auffassung. Reiner fand 
némlich, daB das dem Euglobulin entsprechende Serumprazipitat sich auch 
durch Elektrodialyse aus Seren herstellen l48t, die mit Ather-Alkohol 
griindlich extrahiert sind. Das Euglobulin scheint also kein Additions- 
produkt von Lipoid und EiweiB zu sein. Hartley (6) behauptet 
dagegen, daB Serumproteine, die nach der Methode von Hardy und 
Gardiner (7) extrahiert sind, sich in destilliertem Wasser restlos lésen; 
dies bedeutet wieder, da8 mit der Entfernung der Lipoide die in 
destilliertem Wasser nicht léslichen Globulinbestandteile des Serums 
verschwinden. 

In den unten beschriebenen Untersuchungen haben wir mittels 
groBporiger Kollodiumfilter von einigen Pferdeseren Ultrafiltrate 
hergestellt, die verschiedene Mengen von SerumeiweiB enthielten. Es 
wurden in diesen Filtraten die quantitativen Verhaltnisse von 
Phosphatiden, Cholesterin und den einzelnen Serumeiweibfraktionen 


untersucht. 


II. 


. Unsere Hauptaufgabe war zunachst die Herstellung  solcher 
Membranfilter, welche — neben einer wechselnden Permeabilitat — 
fiir eine wechselnde Menge von Serumproteinen durchlassig sind. Es 
wurde nach ziemlich langdauernden Bemiihungen festgestellt, daB fiir 
diese Zwecke weder die Pergament-, noch die Ather-Alkohol-Kollodium- 
membranen geeignet sind. So haben wir endlich einige Essigsaure- 
Kollodiumfilter bereitet, die sich bei unseren Untersuchungen gut 
bewahrten. Zur Herstellung der Eisessig-Kollodiumfilter benutzten 
wir die nachfolgende Methode: In 100 ccm Eisessig wurden 4 g wasser- 
freie Nitrocellulose aufgelést und mit dieser Lésung mittelharte Papier- 
filter (Schleicher-Schill Nr. 602) impragniert. Die impragnierten Filter 
wurden nach 2 Minuten Trocknen bei Zimmertemperatur in destilliertes 
Wasser eingetaucht und darin bei Eisschranktemperatur aufbewahrt. 
Eine charakteristische Eigenschaft solcher Filter war, daB sie am 
Anfang des Filtrationsprozesses die Proteine beinahe quantitativ durch- 
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lieBen, ihre Permeabilitat aber wahrend der fortgesetzten Filtration 
sukzessive abnahm und nach einigen Stunden vollig verloren ging!. 
Auf diese Weise konnten wir wahrend derselben Filtration Filtrate 
herstellen, die verschiedene Mengen von Serumproteinen enthielten 
Die fiir diese Veranderung der Permeabilitét notwendige Zeit wechselte 
von 30 Minuten bis zu 48 Stunden (Abb. 1). Der EiweiBgehalt der 
Ultrafiltrate wurde refraktometrisch bestimmt. Fiir unsere Zwecke 
waren solche Filter am besten geeignet, deren Permeabilitat in 4 bis 
8 Stunden vom Maximum bis auf Null sank. 


Zur Ultrafiltration wurde der Zsigmondy-Bachmannsche Hoch- 
druckapparat benutzt. Auf diese Weise haben wir zahlreiche Sera unter- 
sucht. In den nachfolgenden Tabellen und Abbildungen sind die Er- 
gebnisse der Phosphor-, Cholesterin- und Proteinanalysen der von zwei 
verschiedenen Pferdeseren stammenden Ultrafiltrate zusammengefabt. 
Die Menge des atherléslichen Phosphors und des Cholesterins wurde 
nach der Methode von Bloor (8) bestimmt. Die quantitative Bestimmung 
der SerumeiweiBfraktionen wurde nach der Methode von Howe (9) 
mittels Na,SO, durchgefiihrt. Die Ultrafiltrate wurden bei einem 
Druck von 25, 75 und 125 kg qem hergestellt. 
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Abb. 1. 
Permeabilitat der Eisessig-Kollodium-Membranen gegen Serumproteine 


1 Diese Veraénderungen in der Permeabilitét waren zweifellos durch 
Verstopfung der Poren durch Serumkolloide verursacht. 
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Abb. 2. 
Pferdeserum I. Die Verteilung der Serumlipoide in den Ultrafiltraten. 
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Abb. 3. 
Pferdeserum II. Die Verteilung der Serumlipoide in den Ultrafiltraten. 
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Tabelle Ill. 


Pferdeserum II. Die Menge der einzelnen Serumtraktionen in den Ultra- 
filtraten. (Druck: 75 kg/qem; Rest-N: 61 mg-°,.) 





a rakti Vollserum Filtrat 1 Filtrat [J Filtrat I 

aeataimicoen EiweiB g-°/g  (7,02—4,44)* (4,44 3,20)" (3,20—0,0)"* 
GesamteiweiB . . . . 7,22 6,76 3,86 1,54 
Euglobulin. . .... 0,59 0,59 0,52 0,04 
Pseudoglobulin. . . . 3,04 2,91 1,70 0,62 
fd —=E ree 3,65 3,26 1,64 0,88 


* Die beiden Zahlen zeigen diejenigen Grenzen der Eiweifikonzentration (in g- 
zwischen welchen die Filtrate gesammelt waren. 


Ill. 
Auf Grund der mitgeteilten Versuchsresultate kénnen folgende 
Tatsachen festgestellt werden: 
1. Die Menge der Serumphosphatide in Serumultrafiltraten von 
abnehmender EiweiBkonzentration verteilt sich auf zwei Gruppen. 


In der einen ist — neben einem hohen, dem Vollserum entsprechenden 
Lecit hingehalt die Proteinkonzentration héher als 40 bis 50°, des 
Gesamteiweibes; in der anderen von einer wesentlich niedrigeren 
Lecithinkonzenqration nimmt der Eiwei$gehalt der Filtrate von 


40 bis 56°, des GesamteiweiBes bis auf Null ab. Der Phosphorgehalt 
der Filtrate weist von der ersten zur zweiten Gruppe eine starke, sprung- 
artige Verminderung auf. 

2. Die proteinfreien Filtrate enthalten immet atherléslichen 
Phosphor, und zwar 30 bis 40°, der Gesamtphosphatidmenge. 

3. Die Menge des Serumcholesterins in Ultrafiltraten von ab- 
nehmender EiweiSkonzentration fallt in direktem Verhaltnis zum 
Proteingehalt ab. 

4. In proteinfreien Ultrafiltraten ist kein Cholesterin nachweisbar. 

5. Es gelang in unserem zweiten Experiment (Abb. 3, Tabelle Il 
und IIT) — neben einer Phosphor- und Cholesterinanalyse — auch die 
Menge der einzelnen SerumeiweiBfraktionen: Euglobulin, Pseudo- 
globulin, Albumin, zu bestimmen. Es ergab sich, das der beobachtete 
Abfall in der Menge des Ultrafiltratphosphors in der Zone auftritt, wo 
die Menge des Euglobulins beinahe auf Null sank. 

6. Der Lipoidgehalt der Filtrate war von dem beim Filtrations- 
prozeB angewandten Druck unabhangig. 

Diese Beobachtungen weisen also darauf hin, daB der Lipoidgehalt 
der Serumultrafiltrate im allgemeinen von deren Proteingehalt ab- 
hingt, was die Auffassung unterstiitzt, nach welcher die Serum- 
phosphatide und Sterine im Serum an Eiweibkérper gebunden vor- 
liegen. Die Cholesterinkonzentration der Ultrafiltrate nimmt  pro- 
portional zu deren Eiweibgehalt ab; die Konzentration der Phosphatide 
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weist aber zwischen zwei ziemlich scharf abgegrenzten Zonen einen 
Sprung auf, und zwar an dem Punkte, wo das Euglobulin aus den 
Filtraten verschwindet. Die eiweiBfreien Ultrafiltrate enthalten eine 
bemerkenswerte Menge von atherléslichem Phosphor, aber kein Chole- 
sterin. Diese Beobachtungen weisen darauf hin, da} die Serumphospha- 
tide einerseits und die Serumsterine andererseits an die Serumproteine 
auf verschiedene Weise gebunden sind. Die Serumsterine sollten sich 
danach mit den Serumproteinen, gleichgiltig welcher Dispersitatsgrade 
kombinieren; was aber die Serumphosphatide betrifft, so scheint ein 
Teil derselben mit dem hochmolekularen Serumeiwei8 — namentlich mit 
dem Euglobulin in festere Bindung zu treten, wihrend ein anderer 
Teil mit den kleineren EiweiBteilchen lose Komplexe bildet, die waihrend 
des Ultrafiltrationsprozesses eine Spaltung erleiden kénnen. So er- 
scheint ein Teil des atherléslichen Serumphosphors in den Ultrafiltraten, 
die kein koagulierbares Eiwei8 enthalten. 


Literatur. 

1) H. Chick, Biochem. Journ. 8, 414, 1914. 2) Macheboeuf, Bull. 
Soc. Chim. de France 45, 662, 1929. 3) S. P. L. Sérensen, C. r. Laboratoire 
Carlsberg 18, 1930. 4) S. Went u. F. Farag6, diese Zeitschr. 230, 238, 
1931. 5) L. Reiner, ebendasélbst 191, 158, 1927. 6) Hartley, Brit. Journ. 
of exper. Pathol. 6, 180, 1925. 1) Hardy u. Gardiner, Journ. of Physiol. 


33, 251, 1910. © 8) W. R. Bloor, Journ. of biol. Chem. 22, 133, 1915. 
9) P. E. Howe, ebendaselbst 49, 93, 1921. 
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Uber die Einwirkung der Hefe auf die Fumarsiure. 
Von 
Kurt P. Jacobsohn. 
(Aus dem Institut Rocha Cabral in Lissabon). 


(Eingegangen am 20. Juli 1931.) 


Vor kurzem wurde gezeigt!, daB die Hefe ebenso wie eine Anzahl 
pflanzlicher Priaparate die biochemische Hydratisierung der Fumar- 
sdure unter Bildung betrachtlicher Mengen von |-Apfelsiure vermittelt. 
Zwischen dieser und dem Ausgangsmaterial stellte sich allmahlig ein 
Gleichgewicht ein, das auch in langerer Versuchsdauer erhalten blieb. 
Das Resultat dieser Beobachtungen steht nun im Gegensatz zu he- 
funden Hans Millers? bei seinen Untersuchungen ,,iiber Beziehungen 
zwischen Fetten und Kohlenhydraten“ und zu einer folgenden Arbeit 
von Jung und Miiller® ,,iiber biologische Verschiedenheit stereo-isomerer 
Kérper“. Die Autoren behaupten, daB Fumarsiure und Apfelsdure 
direkt ,,durch eine Carboxylase der Hefe‘ zersetzt, d. h. im Sinne des 
Reaktionsschemas 

COOH.CH =CH.COOH + H,O = CH,. CHOH. COOH + CO, 
in Kohlendioxyd und Milchséiure iibergefiihrt wirrden. Eine solche 
einfache Beziehung zwischen den Abbauprodukten der Fette und 
Kohlenhydrate wire natiirlich von erheblicher Bedeutung fiir die 
Physiologie. 

Jedoch bereitet die Annahme eines direkten Angriffs eines ,,carboxy- 
latischen Agens‘‘* auf die Apfelsaure, denn diese Oxysiure wird (auch 
nach der Ansicht Jung und Miillers) primar aus der Fumarsaure durch 
deren Hydratisierung gebildet, Schwierigkeiten. Nach den grundlegenden 


1 K. P. Jacobsohn, diese Zeitschr. 234, 401, 1931. 

2 H. Miller, Helv. chim. act. 5, 163, 1922. 

3 A. Jung u. H. Miiller, ebendaselbst 5, 239, 1922. 

* Die Autoren (I. c. S. 166, 240) nehmen anscheinend als Katalysator 
der Substratspaltung eine besondere Carboxylase an, der man jedoch nach 
Lage der Dinge skeptisch gegeniiber stehen mub. 
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Arbeiten Neubergs diirfte sich die Wirkung der eigentlichen Carboxylase 
jedenfalls auf die Zersetzung von Ketonsauren beschrinken; und wenn 
nun die Hefe eine ganze Anzahl von anderen Verbindungen (darunter 
auch Oxysiuren) unter Bildung von Kohlendioxyd zerlegt, so ist in 
diesen Fallen eine primaire Umsetzung der Substrate anzunehmen, 
die sie dem Angriff eben derselben Carboxylase zuginglich macht. 
Erscheint so aus theoretischen Griinden eine unmittelbare Decarboxy- 
lierung einer Oxysaure als unwahrscheinlich, so stehen weiterhin meine 
oben angefiihrten Versuche tiber die Einwirkung der Hefe auf fumar- 
saures und apfelsaures Kali (l.c.) in Widerspruch zu den Befunden 
der Schweizer Autoren. H. Miiller behauptet namlich, daB die De- 
carboxylierung des fumarsauren Natriums durch frische Hefe so schnell 
erfolge, ,,daB sich der Versuch sogar zur Vorlesungsdemonstration 
eignet’*. Bei meinen Beobachtungen ,,iiber die biochemische Hydrati- 
sierung der Fumarsaure“ durch frische Hefe (I. c. 8.417) trat jedoch 
zutage, daB die Bildung der |-Apfelsiure in tagelanger Versuchsdauer 
noch Fortschritte machte; sie konnte demnach unméglich in der kurzen 
Frist einer Vorlesung in nennenswertem Umfang zu Milchsaure ,,ver- 
goren* sein. Allerdings waren meinen Versuchen geringe Mengen 
von Toluol zugesetzt worden, was bei den kurzfristigen Versuchen der 
Sthweizer Autoren unterblieben war. Jedoch ist nach den Erfahrungen 
Neubergs dieses Zellgift der Wirksamkeit der Carboxylase nicht schadlich, 
wirde also eine direkte Decarboxylierung der Apfelséure nicht hindern. 
In unerklarlichem Widerspruch zu den,, Vorlesungsdemonstrationen® 
Millers stehen nun die Beobachtungen Jung und Miillers ,,iiber die 
biologische Verschiedenheit stereoisomerer K6rper“, bei denen die 
Autoren Untersuchungen iiber die Gargeschwindigkeit der Fumarsaure 
und Maleinsiure nebeneinander anstellen, sowie den EinfluB dieser 
Verbindungen auf die Zuckergirung beobachten. Sie stellen einmal 
die Unvergarbarkeit der Maleinsiure bzw. deren hemmende Wirkung 
auf die Zuckerspaltung, auf der anderen Seite folgt jedoch aus der 
veroffentlichten Tabelle, daB die Vergirung der Fumarsaure eigentlich 
erst nach 24 Stunden einzusetzen scheint, waihrend der ,,Zucker‘‘? nach 
20 Minuten zu giren beginnt. Dieses letzte Resultat steht durchaus 
im Gegensatz zu den Beobachtungen Millers in seiner ersten Arbeit, 
deckt sich jedoch mit meinen weiter unten verzeichneten Versuchs- 
ergebnissen. AuBerdem behaupten die Autoren eine Stimulierung der 
Zuckerspaltung durch die frische Hefe auf Zusatz von Fumarsiure 
beobachtet zu haben; auch diese Angabe muB als fraglich erscheinen, 


1 Die Autoren lassen durch die Bezeichnung ,,Zucker“ die Frage nach 
der Konstitution des verwendeten Garsubstrats offen, in meinen Versuchen 


wurde Glucose benutzt. 
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nachdem 7’. Soda im Neubergschen Institut keinen EinfluB8 der Fumar- 
saure auf die Glucosegirung mit Hefemazerationssaft hat feststellen 
kénnen?. 

Zur Aufklarung aller dieser Widerspriiche hielt ich es fiir angebracht, 
die Einwirkung der frischen Hefe auf die Fumarsaure unter den Arbeits- 
bedingungen der Schweizer Autoren einer erneuten Untersuchung zu 
unterwerfen. Leider sind jedoch die Angaben iiber ihre Methodik recht 
knapp, auch verlautet vor allem nichts tiber die GréBe der Ausbeuten 
an Milchséure bzw. Kohlendioxyd, obwohl doch nur eine quantitative 
Analyse der Reaktionsprodukte die Bestatigung ihrer Hypothese er- 
bringen kénnte. H. Miiller beschrankte sich auf die Bemerkung: 
,,Versetzt man im Garréhrchen eine Lésung von fumarsaurem Natrium 
mit Hefe, so tritt alsbald Kohlendioxydentwicklung ein, und in der 
Garfliissigkeit gelingt nach einigen Stunden bei der iiblichen Met hodik 
(Wasserdampfdestillation, Konzentrierung der Destillate) der Nachweis 
der Milchséure.“‘ Einen Anhaltspunkt fiir die Versuchsanordnung bei 
der ,,Vergirung“ der Fumar- bzw. Apfelsiure geben die folgenden 
Untersuchungen von Jung und Miiller. Die Autoren verwenden hier 
10° ige Hefeaufschwemmungen bzw. 1° ige Lésungen der Substrate. 
Dabei muB man wohl annehmen, daB nicht, wie aus den Angaben der 
Autoren hervorgeht, freie Fumarsaure verwandt wurde; denn sie wiirde 
unter den Versuchsbedingungen ein py von etwa 2,1 der Girfliissigkeit. 
bedingen, bei welchem die Hefeproteine ausgeflockt werden. Es handelte 
sich wohl, wie bei den Versuchen Miillers, um neutrale Substrat- 
losungen. 

Ich verwendete deshalb in meinen Ansaétzen Na-Fumarat und mit 
demselben Erfolge auch Phosphatpuffer mit einem py von 5,6 bzw. 6,5*. 
Zur Priifung der Kohlendioxrydabspaltung aus der Fumarsiure und 
Apfelsiure unter der Wirkung der Hefe wurden Quecksilber-eudiometer- 
versuche angesetzt, in denen 10°,ige Hefeaufschwemmungen auf 
1°%,ige Substratlésungen einwirkten. Die Hefe wurde stets frisch von 
einer hiesigen Brauerei bezogen. Die Kohlendioxydentwicklung in 
diesen Eudiometerversuchen wurde immer erst nach 4 bis 6 Stunden 
deutlich, wihrend 1 °,ige Glucoselésungen bereits in dieser Zeit praktisch 
vergoren waren. Aber auch die Kohlenséuremengen nach 24stiindiger 
Versuchsdauer waren bilanzmaBig noch weit von dem Betrage entfernt, 
der auf eine annahernd vollstaéndige Decarboxylierung der Substrate 
hatte schlieBen lassen®. Zur Ausschaltung eines etwaigen oligodynami- 


1 T. Soda, diese Zeitschr. 135, 610, 1923. 
* Das Aziditétsoptimum der Zymase der frischen Hefe ist bekanntlich 
breit. 


o 


2 Ahnliche Versuche mit Substratkonzentrationen von 2 bzw. 5% 
ergaben ein analoges Resultat. 
Biochemische Zeitschrift Band 239. 20 
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schen Einflusses des Quecksilbers wurden einige Versuche in einfachen 
Garréhrehen mit demselben Resultat wiederholt; eine Selbstgaérung 
der Hefe spielte in keinem Falle eine Rolle. Die naiheren Versuchs- 
daten sind aus den folgenden Tabellen zu entnehmen. Bei der Voraus- 
setzung einer direkten Spaltung der Apfelsaure durch die Carboxylase 
sollte man ubrigens annehmen, daB diese mindestens ebenso schnell 
verlaufen muBte wie die Vergirung der Glucose, da diese erst durch 
eine Reihe von enzymatischen Prozessen dem Angiiff der Carboxylase 
zuginglich gemacht werden muB. Allerdings muB man in Betracht 
ziehen, daB die Versuche mit frischer Hefe angestellt wurden, demnach 
die Permeabilitatsfrage eine nicht zu iibersehende Rolle spielt, indem 
auch gepufferte Fumarsaiurelésungen eventuell langsamer die Mem- 
branen der lebenden Hefezellen durchdringen als der ,,neutrale** Zucker '. 
Es wurden deshalb auch noch Versuche mit Hefesaft angestellt ; jedoch 
zeigte dieser trotz seines starken Gehalts an Carboxylase ebenso wenig 
Neigung zu schneller Spaltung der Substrate wie die frische Hefe, was 
nach den Erfahrungen Sodas (1. c.) zu erwarten war, der, wie oben 
erwahut ist, keinen EinfluB der Fumarsaure auf die alkoholische Garung 
durch Hefesaft feststellen konnte. Da jedoch Jung und Miiller eine 
Stimulierung der ,,Zucker‘*-Spaltung durch frische Heje bei Zusatz 
von Fumarsiure beobachtet haben wollen, so habe ich auch diese zu 
Versuchen herangezogen, ohne indessen die Angaben der Autoren 
bestatigen zu kénnen. 

Sind mit diesen Versuchen die Angaben Miillers bzw. Jung und 
Miillers tiber die schnelle Vergirung der Substrate widerlegt, so war 
es doch immerhin nicht ausgeschlossen, das die, wenn auch zégernde 
Abspaltung von Kohlendioxyd aus den Substraten in der Tat von der 
Bildung von Milchséure als Hauptreaktionsprodukt begleitet wiirde. 
Deshalb wurde versucht, die gebildete Milchsdure aus dem Géargut 
zu isolieren. Es wurden drei gréBere Ansitze hergestellt, und zwar 
wurden je 5g Fumarsaéure mit n-NaOH neutralisiert, und das Fliissig- 
keitsvolumen nach Zufiigung von 50g frischer Hefe mit Wasser auf 
500 cem gebracht; die Ansitze wurden in mit Géaraufsitzen  ver- 
schlossenen Flaschen 8 bis 24 Stunden bei 37° im Brutschrank belassen. 
Sodann wurde das Reaktionsprodukt 15 Minuten im siedenden Wasser- 
bad erhitzt, zentrifugiert und der Riickstand auf der Zentrifuge aus- 
gewaschen. Das klare Zentrifugat wurde mit dem Waschwasser mittels 
einer Heibluftdusche bei 35° eingedampft, der Riickstand mit Phosphor- 


1 OC. Neuberg u. E. Simon (diese Zeitschr. 187, 220, 1927) wiesen an- 
laBlich ihrer Untersuchungen iiber die Vergaérung der Brenztraubenséure 
auf die Notwendigkeit hin, beim Arbeiten mit frischer Hefe der Permeabili- 
tatsfrage Rechnung zu tragen. 
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siure angesduert und 24 Stunden im Sorhleth-Apparat mit Ather extra- 
hiert. Nach Verdampfen des Lésungsmittels wurde der saure Riickstand 
mit Wasser aufgenommen und auf dem Wasserbad mit neutralem Blei- 
carbonat erwarmt, wobei nur das wasserlésliche Bleilactat in Lésung 
blieb. Die Milchsdéure wurde nach Zersetzung des Bleisalzes mit Schwefel- 
wasserstoff als Zinklactat bestimmt: die Ausbeuten waren ganz un- 
betrachtlich (0,2 bis 0,8 g Zn-Salz). 

Das Ergebnis der vorliegenden Untersuchungen iiber die Einwirkung 
der Hefe auf die Fumarséure ist demnach dahin zusammenzufassen, 
daB die Kohlendioxyd-abspaltung aus der hydratatisch gebildeten Apfel- 
sdure zu unbetrachtlich ist und zu langsam erfolgt, um einen direkten 
carboxylatischen Zerfall dieses Substrats als grundlegenden Prozels 
eines physiologisch bedeutsamen Mechanismus stempeln zu kénnen, 
zumal das fast vollstindige Ausbleiben der Milchsiurebildung verrat, 
daB diese unméglich das Reaktionsprodukt dieser ,,Hefegiarung“ der 
Fumarsaure bzw. Apfelsdure sein kann. Es ist demnach durch nichts 
bewiesen, dal} die Decarboxylierung der Fumarsiure als Verbindungs- 
briicke der Fettsduren mit der Milchsaéure als Abbauprodukt der Kohlen- 
hydrate zu betrachten ist. Die Kohlensiureabspaltung aus der Fumar- 
siure diirfte vielmehr so zu erkliren sein, daB die Hefe einen gewissen 
Teil des ®Bubstrats im Laufe des Versuchs Oxyreduktionsprozessen 
unterwuft, durch die der Carboxylase zugiingliche Substrate entstehen. 
Die Annahme einer neuen Carboxylase erscheint durch die Versuchs- 
resultate Miiller und Jungs in keiner Weise gerechtfertigt. Wenn nun 
die Autoren in der Tat die Bildung von Milchsaéure nachgewiesen haben, so 
ist deren Entstehung in gréBerer Menge durch bakterielle Infizierung 
der verwendeten Hefe zu erklaren; die Uherfiihrung von Apfelsiure in 
Milchséure durch Bakterien (B. malolacticus) ist vielfach beschrieben?. 

Uber die biochemische Zersetzung der Fumar- bzw. Apfelsiure 
sind auch noch folgende neuere Befunde bemerkenswert, wenn man 
hier von den im Stoffwechsel der Tiere und Pflanzen so wichtigen 
Dehydrierungsprozessen absieht. 

A. Lebedew* fand bei der Hefegérung der freien Apfelsaure mehr 
Kohlendioxyd, als durch einfache carboxylatische Spaltung des Substrats 


hatte gebildet werden kénnen. Auch dieser Autor nimmt die Wirkung 
einer besonderen Carboxylase an, die er in die Gruppe der allerdings noch 
hypothetischen ,,Aldolasen* einreiht. Es ist mir unmdglich, zu seinen 


Befunden Stellung zu nehmen, da sie in einer mir unzugaénglichen russischen 
Zeitschrift veréffentlicht sind. SS. Condelli* unterwarf neutrale 1|-Apfel- 
sdurelésungen dem EinfluB des Bazillus der Hiihnercholera; das Substrat 


! siehe hierzu Sez/ert, Chem. Centralbl. 1908, IT. 257. 
2 A. Lebedew, ebendaselbst 1923, I, 1598. 
3S. Condelli, ebendaselbst 1922. I, 1202. 


30 * 
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erlitt bald weitgehende Zersetzung, wahrend d, |-Apfelséure dem Bakterium 
2 Monate lang Widerstand bot. Bei der Einwirkung von B. coli und B. lactis 
aerogenis auf Apfelsiure gelang es K. Nagai! mit der Neubergschen Methodik 
Acetaldehyd abzufangen. LE. Ch. Grey* erzielte die Zerlegung desselben 
Substrats durch coliforme Organismen in Gegenwart von Formiaten unter 
Bildung von Kohlendioxyd, Bernsteinséure und Essigsaéure. Weitere An- 
gaben iiber den Mechanismus der Fumarséurespaltung stammen endlich 
von J. H. Quastel*; dieser Autor beobachtete die Zersetzung der Fumar- 
séure durch B. pyocyaneus, in deren Verlauf sich hauptsachlich Essigséure 
bildete. Wichtig ist zum SchluB noch eine Arbeit von 7. [buki*, nach der 
beim Leberdurchblutungsversuch weder Fumarséure noch Apfelséure in 
Milchséure iibergefiihrt werden. 


Aus den Versuchsprotokollen. 
Lésu ngen ‘ 


a) 10°,ige Fumarséurelésung (als Na-Salz); 
b) 10% ige 1-Apfelséurelésung (als Na-Salz); 
c) 10% ige Glucoselésung ; 

d) Phosphatpuffer nach Sdrensen: pu = 5,6; 
e) Phosphatpuffer nach Sdrensen: pa = 6,5. 


Eudiometerversuche mit frischer Hefe. 


Tabelle J. 


Versuch 1: 1,5 cem Lésung a) + 13,5 ccm Wasser + 1,5 g@ Hefe (px = 7,1), 
2: 1,5 ,, Lésung a) + 12,5cem Wasser + 1,5¢ Hefe + 1 ccm 

Puffer d), 
3: 1,5 ,, Lésung a) + 12,5ceem Wasser + 1,5 g Hefe + 1lecm 


Puffer e), 








4: 1,5 ,, Lésung b) + 13,5 cem Wasser + 1,5 g Hefe (pH = 7,0), 
5: 1,5 ,, Lésung b) + 12,5cem Wasser + 1,5 g Hefe + 1 cem 
Puffer d), 
6: 1,5 ,, Lésung ec) + 13,5 cem Wasser + 1,5 g Hefe. 
' : 15,0 cem Wasser + 1,5 g Hefe. 
| Bei 379 entwickelten cem COp2: 
In Versuch: | 1 2 3 4 5 6 7 
Zu Beginn .... 0 0 0 0 0 0 0 
Nach 1/,Std.... . 0 0 0 0 0 10 0 
ne Vee 0 0 0 0 0 18 0 
- * 0 0) 0 0 0 31 0 
4, 1,4 1,3 1,6 2,5 2,6 39 0 
Cy 3,0 2,9 2,5 3,7 3,8 43 0,2 
a Mag 4,9 4.8 3,5 4,9 5,1 43 0,3 
7 14 13 11 18 21 47 0,5 


1 K. Nagai, diese Zeitschr. 141, 266, 1923. 

2 E. Ch. Grey, Chem. Centralbl. 1924, I, 2786. 
3 J. H. Quastel, ebendaselbst 1924, II, 1217. 
4 T. Ibuki, diese Zeitschr. 188, 164, 1927. 
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Tabelle Il. 
Versuch 1: 1.5 cem Lésung a) } 11,0 cem Wasser + 1,52 Hefe + 1 com 
1.5 c) | Puffer e), 
‘ 2 a)) + 11,0cem Wasser + 1,5g Hefe + | com 
1.5 c) Puffer d), 
3: 1,5 c) + 12,5ceem Wasser + 1,5¢ Hefe 1 cem 
Putter e), 
4. 1,5 c) - 12,5cem Wasser + 1,5¢g Hefe 1 cem 
Puffer d), 
D: 14.0 ccm Wasser + 1.5g Hefe 1 ecm 
Puffer e). 
Bei 37° entwickelten cem CO, 
In Versuch: 1 2 3 4 5 
Zu Beginn 0 0 0 0 0 
Nach 1/, Std. 9,0 13 9.3 13 0 
_ ia 16 17 17 19 0 
. Ry 25 24 26 26 0 
Gila 31 32 31 33 0 
= 6 43 40 42 39 0 
._ 43 = 44 - 0 


Eudiometerversuche mit Hefemazerationssaft!. 


Versuch 1: 1,5 ecm Lésung a) + 13,5 cem Hefesaft, 


‘ 





S43 a a) + 12,5 lecem Puffer d), 

os 88 4 ec) 13,5 
4: Ib. 4, c) 12,5 }eem Puffer d), 

5: 15cem Hefesaft. 
Bei 37° entwickelten cem CO 2: 

In Versuch: 1 2 3 4 5 
Zu Beginn 0 0 0 0 0 
Nach | Std. 0 0 51 6.3 0 
» 2 » 0 0) , 9,2 ) 
ee 0 0 10,2 11.1 0 
1 iy 0 0 14,1 15.0 0 


1 Der Hefemazerationssaft wurde in der tiblichen Weise aus Trocken- 
hefe bereitet. 





Phytochemische Darstellung von 4,5-Octandiol aus Butyroin. 


Von 
Stig Veibel!. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 10. Juli 1931.) 


Aus zahlreichen Untersuchungen, die zum wesentlichen Teil von 
C. Neuberg und Mitarbeitern® ausgefiihrt wurden, kennt man die Fahig- 
keit girender Hefe, die verschiedenartigsten Substanzen zu reduzieren, 
So werden z. B. sowohl Monoketone und Diketone als auch Keton- 
alkohole zu den entsprechenden Hydroxylverbindungen hydriert. 
Fir die Ketonalkohole ist eine Einschrinkung zu machen, \die besagt, 
d#B aromatische Ketonalkohole, z. B. Benzoin, nur schwer und in 
geringem Umfange phytochemisch reduziert werden, wahrend bei 
Umtausch der Phenylreste gegen eine Methylgruppe die Reduktion 
leicht von statten geht. Von reinen aliphatischen Ketonalkoholen® 
ist nur das Acetoin (Acetyl-methyl-carbinol) untersucht worden‘, 
das in ziemlich glatter Reaktion 2, 3-Butylenglykol geliefert hat; er- 
halten wurden davon 60°, der Theorie, und zwar an dem linksdrehenden 
Isomeren. 

Ich habe auf Anregung von C. Neuberg jetzt versucht, einen 
aliphatischen Ketonalkohol von héherem Molekulargewicht phytochemisch 
zu reduzieren, nimlich das Octanol-(5)-on (4) [Butyroin], CH, .CH, 
.CH,.CO.CHOH. CH, .CH,. CHs. 

Die biologische Reduktion dieses 8-Kohlenstoffkérpers lieB sich 
glatt bewerkstelligen. Im allgemeinen sind die phytochemischen 
Reduktionen sowohl mit Oberhefe als mit Unterhefe durchfiihrbar; 


1 Fellow of the Rockefeller Foundation. 

* Literatur siehe bei C. Neuberg u. G. Gorr in Oppenheimer-Pincussen, 
Die Methodik der Fermente, 8. 1212. Leipzig, Thieme, 1928. 

8 Auch bei den gemischt aliphatisch-aromatischen Oxy-carbonylverbin- 
dungen gelingt die phytochemische Reduktion gut; s. C.Neuberg u. 
W. Komarewsky, diese Zeitschr. 182, 285, 1927; F. v. Falkenhausen, eben- 
daselbst 219, 241, 1930. 

4 C. Neuberg u. M. Kobel, ebendaselbst 160, 250, 1925. 
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ich habe beides versucht und in beiden Fallen erreicht, daB das Octanolon 
aus der Garfliissigkeit praktisch verschwand. Bei der Aufarbeitung 
zeigte sich jedoch, daB aus der mir zur Verfiigung stehenden Unterhefe 
viel EiweiBsubstanzen sowie andere Verunreinigungen in Lésung 
gingen und infolgedessen die Isolierung des entstandenen 4, 5-Octandiols, 
CH, .CH,.CH,. CHOH .CHOH.CH,.CH,.CHs,, erschwert war. 
Mit Oberhefe lieBen sich dagegen leicht bis 43°, des 4, 5-Octandiols 
in analysenreinem Zustande gewinnen. 

Das isolierte Glykol war rechtsdrehend, die phytochemische Reduktion 
war also asymmetrisch verlaufen, wie in allen vergleichbaren Fallen 
konstatiert worden ist. Der unscharfe Schmelzpunkt deutete jedoch 
darauf hin, daB kein einheitliches Glykol vorlag. Bei fraktionierter 
Kristallisation ergab sich dann auch, daB auber dem optisch-aktiven 
Octandiol eine inaktive Modifikation desselben zugegen war, und zwar 
die Meso-form. 

Die Erzeugung von Meso-formen sie sind infolge intramolekularer 
Kompensation strukturell inaktive Gebilde — scheint gerade bei den 
Glykolen in der Natur Ofter stattzufinden. Erinnert sei an die Ver- 
haltnisse beim gew6hnlichen Erythrit, Adonit, Dulcit und Inosit, aber 
auch an die Eigenschaften des biochemisch entstandenen 2, 3-Butylen- 
glykols. Seit den Untersuchungen von C. Neuberg und F. F. Nord', 
C. Neuberg und E. Reinfurth®, L. Elion®, G. Nagelschmidt* u.a. steht 
folgendes fest: wenn Zucker das Ausgangsmaterial ist, geht aus des- 
molytisch gebildetem Acetaldehyd durch carboligatische Synthese 
zunachst Acetoin hervor; die phytochemische Reduktion des Acetoins 
liefert dann sowohl optisch-aktives als racemisches 2, 3-Butylenglykol; 
daneben tritt die Meso-form auf, wie vor Aufklarung des genannten 
Xeaktionsmechanismus schon fiir das aus Fructose erhaltene Material 
von G. 8S. Walpole ® angegeben und von J. Béeseken und R. Cohen® be- 
statigt worden ist. Uber die sterischen Verhaltnisse .des jetzt auch 
bei héheren Pflanzen und im Tierkérper nachgewiesenen’) Butylen- 
glykols ist nichts bekannt. 

Durch rein chemische Reduktion von Butyroin (mit Natrium und 
Alkohol®) entstehen zwei isomere Octandiole, eines vom Schmelz- 
punkt 123 bis 124° und eines, das bei gew6hnlicher Temperatur fliissig 


1 C. Neuberg u. F.F. Nord, B. 52, 2248, 1919. 

2 C. Neuberg u. E. Reinfurth, diese Zeitschr. 148, 553, 1923. 

3 L. Elion, ebendaselbst 169, 471, 1926. 

4 G. Nagelschmidt, ebendaselbst 186, 317, 1927. 

5 G.S. Walpole, Chem. Centralbl. 1911, I, 1309. 

6 J. Béeseken u. R. Cohen, ebendaselbst 1928, II, 979. 

7 M. Lemoigne u. P. M ongouillon, Chem. Centralbl. 1980, LL, 1234u. 2148. 
5 L. Bouveault u. R. Locquin, Chem. Centralbl. 1906, IT, 1113. 
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ist. Aus dem durch phytochemische Reduktion gewonnenen Isomeren- 
gemisch konnte ich eine Fraktion erhalten, die den Schmelzpunkt 123 
bis 124° aufwies und kein Drehungsvermégen besaB. Der Meso-form 
gehért also der Schmelzpunkt 123 bis 124° zu. Daneben habe ich eine 
Fraktion abgeschieden, die bei gew6hnlicher Temperatur fliissig blieb. 
Dieser Anteil hatte die gleiche analytische Zusammensetzung, war 
aber stark dextrogyr; [x]j = + 32°. Wahrscheinlich ist die vollstandige 
Abtrennung von der Meso-form nicht gelungen, so daB jener Wert fiir 
die spezifische Drehung als eine Minimalzahl zu betrachten ist; man 
weiB ja auch nicht, ob nicht zugleich etwas Racemkérper beigemengt war. 
Versuchsteil. 

Das d,1-Octanolon wurde nach L. Bouveault und R. Locquin' 
hergestellt. Fiir die phytochemischen Reduktionsversuche wurde das 
Acyloin mit Weingeist verdiinnt; die alkoholische Lésung lieB ich zur 
garenden Flissigkeit mit einer solchen Geschwindigkeit zutropfen, dab 
die Garung zu keiner Zeit unterbrochen war. Die Hefe scheint dem 
Octanolon gegeniiber nicht besonders empfindlich zu sein. 


Ansatz 1. 


Zur Lésung von 250 g Rohrzucker in 1500 cem Leitungswasser von 40° 
wurden 125g Sinner-Hefe (obergdrig) gefiigt. Wenn nach kurzer Zeit die 
Kohlendioxydentwicklung im Gange war, wurden 10 g Butyroin, in 25 cem 
Alkohol gelést, tropfenweise hinzugegeben; das Gemisch wurde dann bei 
gewohnlicher Temperatur aufbewahrt. Nach 3 Tagen war noch ziemlich 
reichlich Butyroin vorhanden (Probe mit p-Nitrophenylhydrazin-acetat, 
womit beim Kochen eine scharlachrote Fallung entsteht). Zur Vollendung 
der Umwandlung wurden darauf noch 125g Zucker in 200 ccm Leitungs- 
wasser sowie 100 g Sinner-Hefe hinzugesetzt. Nach weiterer dreitagiger 
Vergaérung bei 26 bis 28° war das Ausgangsmaterial kaum mehr nachweisbar. 
Das Gargut wurde nunmehr filtriert und der Hefenschlamm mit heiBem 
Alkohol ausgezogen; Filtrat samt Waschfliissigkeit wurden im Faust- 
Heimschen Apparat zum Sirup eingeengt. Der Sirup wurde mehrmals 
mit warmen Alkohol durchgeknetet. Die alkoholischen Extrakte wurden 
vereinigt und so aufgearbeitet, wie bei G. Nagelschmidt (a. a.O ) beschrieben 
ist. Durch Vakuumdestillation wurden schlieBlich 3,5 g Substanz vom 
Kpy 114 bis 118° erhalten, die in der Vorlage kristallinisch erstarrte. Der 
Schmelzpunkt war unscharf 95 bis 100°. Ausbeute 35°). 

Octandiol (4.5), das durch Reduktion von Butyroin mit Natrium und 
Alkohol bereitet wird, ist wie erwaéhnt das Gemisch von d, l- und 
Meso-form. Erstere ist fliissig; Kp,) 112 bis 115°. Letzteres siedet unter 
10mm bei 115 bis 118° und kristallisiert aus Alkohol in Blattchen vom 
Schmelzpunkt 123 bis 124°. 

Auch bei der phytochemischen Reduktion entsteht offenbar ein Gemenge. 
Um zu sehen, ob die Reduktion asymmetrisch verlaufen war, wurden 2.5 g 
des Octandiols in absolutem Alkohol zu 7,0 cem gelést und die Fliissigkeit 
im 2-dem-Rohr polarisiert. « = + 7,7°. Somit war [«|j} = etwa + 11°. 


1 L. Bouveault u. R. Locquin, Chem. Centralbl. 1906, IT, 1114. 
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Durch wiederholtes Umkristallisieren aus Alkohol dénderte sich der 
Schmelzpunkt wie folgt: 100 bis 106°, 110 bis 112°, 115 bis 116°, 123 bis 124°, 
123 bis 124°. Zuletzt lag also die reine Meso-form vor. Die bei 123 bis 124° 
schmelzende Fraktion (Ausbeute 1,3 g) war vollig optisch-inaktiv. 

Zur Analyse wurde die kristallisierte Substanz im Vakuumexsikkator 
iiber CaCl, sowie P,O, getrocknet. 

4,290 mg Substanz lieferten 10,360 mg CO,, 4,73 mg H,O. 

C,H,,0,- Ber.: C = 65.71%, H = 12,39° 
(146,1) gef.: C = 65,88°, H 12,34° 
Ansatz 2. 

Hier wurde statt Sinner-Hefe Patzenhofer Unterhefe gebraucht. 
Nach 7 Tagen war das Butyroin verschwunden. Von der Autarbeitung 
nabm ich aus dem 8. 457 erwaéhnten Grunde Abstand. 


Ansatz 3. 


Wie Ansatz 1, nur wurden 17 g Butyroin in 40 cem Alkohol angewendet. 
Da nach 3 Tagen bei gewéhnlicher Temperatur noch Butyroin iibrig war 
(Probe mit p-Nitro-phenylhydrazin-acetat), so wurden 125g Zucker in 
200 cem Wasser sowie 100 g Sinner-Hefe nachgegeben; die Garung selbst 
wurde bei 26 bis 28° weitergefiihrt. Nach 2 Tagen war die Butyroin-reaktion 
schwach. Nach Zusatz von 100 g Zucker in 150 cem Wasser und 25 ¢ Hefe 
war am naéchsten Tage alles Butyroin umgewandelt. 

Das Gargut wurde zentrifugiert und der Bodensatz in den Zentrifugen- 
bechern direkt zweimal mit Alkohol gewaschen. Die vereinigten Zentri- 
fugate wurden nun im Faust-Heimschen Verdunstungskasten zum Sirup 
konzentriert. Der Riickstand wurde mehrmals mit Weingeist ausgezogen; 
die vereinigten Alkoholextrakte wurden im Vakuum eingedampft. Der 
Riickstand wurde in 250 cem Alkohol in der Hitze gelést. Nach dem Ab- 
kiihlen wurde mit 500 cem Ather gefallt. Die Lésung wurde abdekantiert, 
der Riickstand wurde wieder in 100 cem Alkohol gelést und mit 250 cem 
Ather gefallt. 

Die beiden Alkohol-Ather-extrakte wurden abermals im Vakuum 
eingeengt; ihr Riickstand wurde in 75 ccm absolutem Alkohol gelést und 
mit 175 cem wasserfreiem Ather versetzt, dann wurde abdekantiert; das 
Ungeléste wurde in 20cem Alkohol aufgenommen und mit 60 cem Ather 
gefallt. Alle Alkohol-Ather-losungen wurden klar filtriert, vereinigt und 
im Vakuum verdampft. Der Riickstand léste sich jetzt klar in einem 
Gemisch von 50 ccm absolutem Alkohol mit 50 cem wasserfreiem Ather. 
Diese Fliissigkeit wurde iiber gegliihtem Natriumsulfat scharf getrocknet, 
eingedampft und schlieBlich im Vakuum destilliert. Hierdurch wurden 
7.3 g Substanz vom Kpy 112 bis 116° erzieit. Ausbeute 43 ° 

Das Glykol erstarrte zu einer halbfesten Masse, die ein Schmelzpunkts- 
intervall von etwa 40° hatte (Schmp. 20 bis 62°). 


0,4000 g in absolutem Alkohol zu 5,0 cem gelést, 1 = 2, «?° = + 3,36°; 
[a}#3 — + 21° 
D r 2)’. 


Zur Trennung beider Formen wurden 6,9 g in 20 ccm Alkohol gelést, 
mit 40 cem Wasser versetzt und in Eiswasser gekiihlt. Der Niederschlag 
wurde filtriert. (Fraktion I). 
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Das Filtrat wurde mit Ather extrahiert. Der Ather wurde abgedunstet 
und der kristallinische Riickstand scharf abgesaugt. (Fraktion II.) 

Durch Wiederholung dieses Lésens in Ather, Abdestillation und Ab- 
saugen wurden die Fraktionen III bis VI gewonnen. 

Alle Fraktionen wurden im Vakuumexsikkator tiber CaCl, plus P,O; 
getrocknet, wonach Schmelzpunkt und spezifische Drehung ermittelt 
wurden. 


Fraktion I. 1,2 g, Schuppen. Schmelzpunkt 87 bis 100°. 0,2270 g in 


Alkohol zu 5,0 cem gelést. «?* = + 1,089, / = 2; [| 5 ax + 11,9°. 
Fraktion Il. 0,7 g, Schuppen. Schmelzpunkt 70 bis 85°. 0,2434 g in 
Alkohol zu 5,0 cem gelést. «?? = + 1,80, / = 2; |« 37 = + 18,5°. 
Fraktion III. 1,2g, Nadeln. Schmelzpunkt 58 bis 80°. 0,1818 ¢ in 
Alkohol zu 5,0 ccm gelést. «7? = + 1,69°, 1 = 2; [a,47 = + 23,2°. 
Fraktion IV. 0,4g, Nadeln. Schmelzpunkt 26 bis 35°. 0,1784 g in 
Alkohol zu 5,0 ccm gelést. «2? = + 2,05°, 1 = 2; [a]7} = + 28,7°. 
Fraktion V. 1,9 g, Schmelzpunkt unter 25°. Halbfest. 0,2204g in 
Alkohol zu 5,0 cem gelést. «2? = + 2,73°, | = 2; [a]}? = + 31,0°. 
Fraktion VI. 0,3 g, Schmelzpunkt unter 20°. 0,1172 g in Alkohol zu 
5cecem gelést. «7? = + 1,51°,1= 2; [«}%? + 32,2°. 
Die Fraktionen I und VI wurden analysiert. 
I. 3,614 mg Substanz: 8,600 mg CO,, 4,123 mg H,O, 
4,535 ,, is 10,832 ,, CO,, 5,060 ,, H,O, 
VI. 4,708 ,, ™ 11,231 ,, CO,, 5,136 ,, H,O, 
4,714 ,, 11,292 ,, CO,, 5,074 ,, H,O. 
C,H,,0,- Ber.: C = 65,71 %, H 12,39 %; 
(146,1) gef.: I. C = 64,92%, 65,16%, H = 12,77%, 12,49%; 
VI. C = 65,08%, 65,35%, H = 12,21%, 12,04%. 
Die Analysen zeigen mit geniigender Genauigkeit, daB beiden Frak- 
tionen die gleiche elementare Zusammensetzung zukommt-. Eine _ voll- 


stindige Trennung der zwei Stereoisomeren wird auf diese Weise nicht 
erreicht. Fraktion I hatte immerhin eine spezifische Drehung von + 12°, 
enthielt also noch dextrogyre Form. Wie oben beschrieben ist, l4Bt sich 
die Meso-form durch wiederholte Umkristallisation aus Alkohol rein dar- 
stellen. Die aktive Form liegt als rechtsdrehende Modifikation vor. Ob 
auch etwas von den linksdrehenden Isomeren gebildet worden ist, laBt sich 
nicht sagen, da die optisch reinen aktiven Formen des 4, 5-Octandiols bis 
jetzt nicht bekannt sind. Aus den festgestellten Tatsachen laBt sich folgern, 
daB die spezifische Drehung der dextrogyren Komponente mindestens 
+ 32° betragt. 
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Zur Kenntnis des Lignins. 
Uber die Einwirkung yon Brom auf Fichtenholzlignin'. 


Von 
A. Friedrich und E. Pelikan. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat in Wien.) 


(Eingegangen am 21. Juli 1931.) 


In einer friiheren Mitteilung? wurde darauf hingewiesen, daB bei 
der Einwirkung von Brom auf Fichtenholzlignin Produkte erhalten 
werden, bei welchen {der Gehalt an aufgenommenen Brom und die 
Senkung des Methoxylgehalts nicht im Einklang stehen. 

Der Methoxylgehatt wird wesentlich tiefer gefunden als der durch 
den Bromgehalt bedingten Senkung entspricht. Analoge Ergebnisse haben 
Powell und Whittaker® bei der Chlorierung von mittels Alkali dargestelltem 
Lignin gefunden, desgleichen K. Freudenberg, W. Belz und Ch. Niemann, 
welche die Bromierung des Lignins bei Gegenwart von Bromwasserstoff 
durchfiihrten, um eine Oxydationswirkung zu verhindern. 

Aus allen Untersuchungen geht eindeutig hervor, daB die Ein- 
wirkung von Halogen auf Lignin mit einem Verlust von Methoxyl- 
gruppen verbunden ist. Diese Verhaltnisse eingehender zu_priifen, 
ist der Zweck vorliegender Untersuchung. 

Zur Verwendung gelangte Fichtenholzlignin, welches mittels 
Eisessig und Salzsiure aus entharztem Fichtenholzmehl dargestellt 
wurde5, Wie im Versuchsteil naiher beschrieben, wurde die Darstellung 
so geleitet, daB ein helles, leicht lésliches Praparat erhalten wurde, 
welches nach Entfernung der Essigsiure (durch Umfallung aus Lauge) 
einen Methoxylgehalt von rund 15,5°% aufwies. 

Die Untersuchung erstreckte sich zunachst auf die Bromierung 
selbst. Es wurden Bromierungen in Eisessiglésung, in alkoholischer 
Lésung und in alkalischer Lésung durchgefiihrt. Die beiden letzten 


S. auch Wegscheider-Festschrift, Monatsh. f. Chem. 58, 54, 989, 1929. 
A. Friedrich u. J. Diwald, Monatsh. f. Chem. 46, 31, 1925. 

Soc. 125, 357; C. 1. 2271, 1924. 

B. 62, 1554, 1929. 

A. Friedrich, Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 128, 1928. 
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Bromierungen muBten fiir die vorliegende Untersuchung ausscheiden, 
da bei vorsichtiger Bromierung in alkoholischer Lésung nur eine 
Addition von Brom! ohne Abspaltung von Methylgruppen eintritt ; 
bei Bromierung in alkalischer Lésung jedoch gleichzeitig eine weit- 
gehende Oxydation des Lignins vor sich geht. 

Was die Bromierung in Eisessig betrifft, konnte eine Oxydations- 
wirkung nicht nachgewiesen werden. Die Versuche zeigten ferner, 
daB nach zwolfstiindiger Einwirkung des Broms bei Zimmertemperatur 
der maximale Bromgehalt des Reaktionsproduktes mit 38,7°, Brom 
erreicht ist. Die Abweichung dieses Ergebnisses von denen Freuden- 
bergs*, bei welchen erst nach 48 Stunden die maximale Bromierung 
erreicht wurde, diirfte seine Erklarung darin finden, daB im vorliegenden 
Falle geléstes, im anderen Falle suspendiertes Lignin der Bromeinwirkung 
unterworfen wurde. 

Das durch Fallung mittels Wasser aus der Eisessiglésung erhaltene 
Bromprodukt zeigt in gereinigtem und getrocknetem Zustande einen 
Kohlenstoffgehalt von 38,6°%, einen Wasserstoffgehalt von 2,9%, 
einen Bromgehalt von 38,7°%, und einen Methoxylgehalt von 6,51 °%%. 
Der Verlust an Methoxy! zeigt sich am einfachsten, wenn man bei der 
Methoxylbestimmung die Prozente Brom von der Substanzeinwage 
abzieht und so die Analyse auf ,,bromfreie Substanz‘‘ berechnet. Dieser 
auf ,,bromfreie Substanz“ berechnete Methoxylwert miiBte (wenn kein 
Verlust eingetreten ist) dem Methoxylgehalt des urspriinglichen Lignins 
annahernd entsprechen. Der Methoxylgehalt der ,,bromfreien Sub- 
stanz‘* berechnet sich auf 10,6°,, das urspriingliche Lignin enthilt 
15,5°%, Methoxyl, somit ergibt sich ein Verlust von 4,8°, Methoxyl, was 
annihernd ein Drittel des Gesamtmethoxylgehalts vorstellt. 

Bei langerer Einwirkung von Brom konnte eine weitere Abspaltung 
von Methoxylgruppen nicht erzielt werden. Daraus ergibt sich, da 
nur ein ganz bestimmter Teil der Methoxylgruppen angegriffen wird 
bzw. die Methoxylgruppen des Lignins nicht gleichartig sind. 

Ein weiterer Beleg hierfiir geht aus den Versuchen iiber die 
Bromierung von alkyliertem Fichtenholzlignin hervor. Das Lignin- 
priparat wurde zuerst in alkalischer Lésung mit Dimethylsulfat alkyliert 
(enthielt nach Reinigung rund 25° Methoxyl) und wurde dann in 
gleicher Weise der Bromeinwirkung unterzogen, wie das urspriingliche 
Priparat. Das alkylierte Lignin nahm nur 32,1 °,, Bromauf, der Methoxyl- 
gehalt sank auf 14,3°%. berechnet auf ,,bromfreie Substanz“* 20,78%,. 
Der Verlust an Methoxy! betrug hier 4,2°,, somit nur um 0,6°, weniger 
als heim nicht alkylierten Lignin. 


' A. Friedrich, Zeitschr. f. physiol. Chem. 168, 50, 1927. 
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Der Verlust an Methoxyl ist bei alkyliertem Lignin praktisch 
derselbe wie beim urspriinglichen Lignin, die aufgenommenen Methoxyl- 
gruppen werden sonach nicht angegriffen, die Sonderstellung eines 
Teiles der urspriinglichen Methoxylgruppen geht daraus klar hervor. 


Versuche zum Nachweis des Spaltstiickes. 

Die vorstehenden Ergebnisse ziehen die Frage nach sich, in welcher 
Form die Methylgruppen des Lignins wahrend der Bromierung ab- 
gespalten werden. Die naheliegendste Annahme, daB die Spaltung 
unter Bildung von Methylbromid vor sich geht, wurde in erster Linie 
eingehendst gepriift. 


Fiir den Nachweis von entstehendem Methylbromid bei der Bromierung 
von Lignin handelte es sich darum, eine exakte Trennung des Halogen- 
alkyles neben gleichzeitig entweichenden Brom- und Bromwasserstoff- 
dimpfen durchzufiihren. Als geeigneter Apparat hierfiir erwies sich der 
modifizierte Apparat zur Mikromethylimidbestimmung’. In das Destilla- 
tionskélbchen des Apparats wurde eine Bromlésung eingefiillt, welche die 
gleiche Konzentration hatte wie bei der Bromierung des, Lignins. Die 
Waschvorrichtung, desgleichen die kugelf6rmige Erweiterung, welche sonst 
zur Aufnahme der iiberdestillierenden Jodwasserstoffsaure dient, wurden 
mit Lauge beschickt und durch Querstellung des Hahnes der Gasstrom 
gezwungen, beide Waschvorrichtungen zu passieren. Als Vorlage diente 
eine 5° ige alkoholische Silbernitratlésung. Bei Anwendung von 15° iger 
Lauge erwies sich bereits die erste Waschvorrichtung allein als ausreichend, 
um bei 12stiindigem Durchleiten eines Luftstromes (bei Zimmertemperatur) 
simtliche mitgefiihrten Bromdaémpfe zu absorbieren. In einem weiteren 
Versuch wurden zur Bromlésung geringe Mengen Brommethyl! zugefiigt. 
Bereits nach 3 bis 5 Minuten langem Durchleiten begann sich die alkoholische 
Silbernitratlésung zu triiben, nach 10 bis 15 Minuten war der Silbernieder- 
schlag flockig ausgeschieden. Der experimentelle Nachweis von Brom- 
methyl neben Brom und Bromwasserstoff war somit erméglicht. 

Nach Beendigung dieser Vorversuche wurde die Bromierung des 
Lignins im Siedekélbchen dieses Apparats ausgefiihrt,.wobei 10 mg 
Lignin angewendet wurden. Unter gelegentlichen Umschiitteln wurde 
durch 12 Stunden ein gleichmaBiger Luftstrom durch die Apparatur 
geleitet. Bei mehreren Versuchen ergab die alkoholische Silbernitrat- 
léisung nach Verdiinnen mit Wasser, Versetzen mit konzentrierter 
Salpetersiure und Erhitzen auf dem Wasserbad nur eine eben noch 
merkbare Opaleszenz der Lésung. Eine Abspaltung von Methylbromid 
ist sonach experimentell nicht nachweisbar. 

Zur Ergainzung dieser Versuche wurde nun geprift, ob tberhaupt 
bei der Bromierung irgendein fliichtiger, kohlenstoffhaltiger Anteil 
(mit Ausnahme einer Saure) entsteht. Diese Versuche wurden mit 


1 A. Friedrich, Mikrochem. 7, Neue Folge, 69, 1929. 
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der Apparatur zur quantitativen mikroanalytischen Bestimmung von 
Methoxyl- neben Athoxylgruppen ausgefiihrt!. Die Apparatur besteht 
aus einem Mikro-Methoxylbestimmungsapparat, bei welchem das 
entstehende Jodalkyl direkt in ein Verbrennungsrohr geleitet und dort 
zu Kohlendioxyd und Wasser verbrannt wird. Das gebildete Kohlen- 
dioxyd wird wie bei der Mikro-Kohlenwasserstoffbestimmung zur 
Wagung gebracht; aus dem Verhaltnis des Alkoxylkohlenstoffgehalts 
zum Alkoxylsauerstoffgehalt ergibt sich die Menge Methoxy! zu Athoxyl. 
Nach dieser Methode kénnen minimalste Mengen kohlenstoffhaltiger, 
fliichtiger Bestandteile nachgewiesen werden, mit Ausnahme von 
sauren Bestandteilen, welche durch die Waschvorrichtung (Lauge) 
zuriickgehalten werden. 

In einer solchen Apparatur wurde die Bromierung des Lignins 
unter gleichzeitigem Durchleiten eines Sauerstoffstroms durchgefiihrt. 
Versuchsdauer 2 Stunden. Zuerst wurde bei Zimmertemperatur ge- 
arbeitet, spiter durch Eintauchen des Kélbchens und der Wasch- 
vorrichtung in heiBes Wasser das Ubergehen eventuell schwerer fliichtiger 
Anteile erméglicht. In beiden Fallen ergab sich nur eine Gewichts- 
zunahme des Natronkalkrohres von wenigen hundertstel Milligramm, 
was dem analogen Blindversuch entsprach. 

Die Méglichkeit, daB bei der Brotierung des Lignins’ bzw. Auf- 
spaltung ‘der Methoxylgruppen ein fliichtiger, kohlenstoffhaltiger 
Auteil entsteht, ist nach diesen Versuchsergebnissen so gut wie aus- 
geschlossen; nur die unwahrscheinliche Annahme, daB es zur Bildung 
eines sauer reagierenden Spaltstiickes kommt, kime noch in Frage. 

Zur Erklarung des Methoxylverlustes bei der Bromierung des 
Lignins kann weiter noch angenommen werden, daB entweder die 
Bromierung der abgespaltenen Methylgruppe bis zum Bromoform fort- 
schreitet, oder mehrere Spaltstiicke des Lignins entstehen, wovon 
eines durch groBen Methoxylgehalt ausgezeichnet ist. Die diesbeziig- 
lichen Versuche wurden mit gréBeren Ligninmengen (bis zu 5 g) durch- 
gefiihrt. 

Um Dibrommethan oder Bromoform nachzuweisen, wurde das gesamte 
Bromierungsgemisch nach 12 Stunden in tberschiissige Lauge gegossen 
und dann mit Ather ausgezogen. AnschlieBend wurde angeséuert und ein 
zweiter Atherauszug gemacht. Der Atherauszug aus alkalischer Lésung 
hinterlieS nach vorsichtigem Abdunsten bei Zimmertemperatur einen gelb- 
lichen, in Alkohol unléslichen Riickstand von harziger Konsistenz, in einer 
Ausbeute von 2,7°,,.. Die Analysen ergaben einen Bromgehalt von 24,18 % 
und einen Methoxylgehalt von 3,67°,,. Sowohl die geringe Ausbeute (bei 
Bromoformbildung berechnet sich eine Ausbeute von 32°,,) als auch die 
Elementarzusammensetzung schlieBt das Vorliegen von Dibrommethan oder 
Bromoform vollkommen aus. 


1 4. Friedrich, Mikrochem. 7, Neue Folge. 1929. 
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Der Atherauszug aus saurer Lésung gab ein aéhnliches Produkt in einer 
Ausbeute von 3°, (Bromgehalt 13,79°,, Methoxylgehalt 5,85 °,). 

Die weiteren Untersuchungen, ob bei der Bromierung gréBere 
Spaltstiicke entstehen, von welchen eventuell eines durch héheren 
Methoxylgehalt ausgezeichnet ist, fiihrten zur Isolierung von vier ver- 
schiedenen Produkten. Durch Fallung mit Wasser erhalt man die 
Hauptausbeute des Bromproduktes, welches, berechnet auf bromfreie 
Substanz, rund 89°, des urspriinglichen Lignins ausmacht. Dieses 
Bromprodukt laiBt sich durch Eisessig scharf in zwei Teile trennen, 
wovon der eine glatt léslich (60°) und der andere vollkommen un- 
léslich ist. In den analytischen Daten ergibt sich kein wesentlicher 
Unterschied, sie entsprechen dem bisher erwilnten Bromprodukt. 

Aus dem Filtrat der Fallung lieBen sich zwei Koérper isolieren in 
einer Gesamtausbeute von ungefihr 14°,. Diese beiden Stoffe unter- 
scheiden sich vom Fallungsprodukt prinzipiell dadurch, da® sie in 
Alkohol léslich sind. Untereinander sind sie durch ihre Léslichkeit 
bzw. Unléslichkeit in heiBem Wasser unterschieden. Der lésliche Anteil 
enthalt 27,74°, Brom, der unlésliche 32,2°,, Brom, der Methoxyl- 
gehalt ist in beiden Fallen 6,3°,. 

Berechnet man die Ausbeuten aller vier Reaktionsprodukte auf 
,.bromfreie Substanz‘‘, so ergibt die Summe die Menge des angewandten 
Lignins. Irgendein Verlust konnte hier n’cht nachgewiesen werden. 
Das Ergebnis bestitigt die friiheren Befunde. 

Als Ergiénzung der gesamten Untersuchung wurde die Methoxyl- 
bestimmung der Bromprodukte iiberpriift, da die Moglichkeit besteht, 
daB durch die Schwerléslichkeit bzw. Unléslichkeit dieser Stoffe die Ab- 
spaltung des Methoxyls keine vollkommene ist’. Es wurden die Methoxyl- 
bestimmungen des léslichen Fallungsproduktes, bei welchen die Substanz 
vorher in Phenol vollkkommen gelést wurde. und des unléslichen Produktes 
durchgefiihrt, ferner Methoxylbestimmungen bei héheren Temperaturen 
(bis 360°) analog der Methylimidbestimmung unter Zusatz von Gold- 
chlorid als Katalysator. Unter simtlichen Bestimmungen war keine einzige, 
bei welcher ein héherer Wert als 6.5°, gefunden wurde. Die bisher ge- 
fundenen Werte miissen daher als richtig angenommen werden. 

Alle Versuche weisen darauf hin, daB bei der Bromierung des 
Lignins Verlust an Methoxylgruppen auftritt; ein experimenteller 
Nachweis, in welcher Form die Methylgruppen abgespalten werden 
bzw. durch welche Umstinde der Verlust bedingt ist, kann nicht er- 
bracht werden. Es ist daher cher anzunehmen, daB die Methylgruppen 
aus dem Komplex iiberhaupt nicht ausscheiden, sondern eine Um- 
lagerung erfahren. Hierfiir wiirden, auBer den vorangehenden Ver- 
suchen, die Analysenergebnisse sprechen, aus welchen hervorgeht, 
dafS der Kohlenstoffgehalt des in der Hauptausbeute erhaltenen 


1 A. Friedrich, Zeitschr. f. physiol. Chem. 163, 141, 1927. 
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Bromierungsproduktes, auf ,,bromfreie Substanz* berechnet, dem 
Kohlenstoffgehalt des urspriinglichen Lignins entspricht. In Anbetracht 
des Umstandes, daB bei der Bromierung mehrere Produkte entstehen, 
ist dieses Ergebnis nicht beweisend, wie iberhaupt der Einblick in den 
Bromierungsvorgang dadurch sehr erschwert wird. 


Zusammenhang zwischen Alkyl- und Bromaufnahme. 

Wie friiher bemerkt, unterscheidet sich das alkylierte Lignin vom 
urspriinglichen Lignin dadurch, daB es bei der Bromierung nur 32°, 
Brom aufnimmt, indes unter gleichen Bedingungen beim urspriinglichen 
Lignin 38,7°, Brom eintreten. Wird umgekehrt das Bromprodukt des 
urspriinglichen Lignins nachtraglich alkyliert, so erhalt man ein Produkt 
mit 43°, Kohlenstoff, 3,6°, Wasserstoff, 28,3°, Brom und 16,9°, 
Methoxyl. Bei der Alkylierung in alkalischer Lésung mit Dimethy]- 
sulfat wurde ein Teil des aufgenommenen Broms wieder abgespalten. 
Wie weitere Versuche zeigten, kann durch langeres Schiitteln mit Lauge 
oder besser durch Kochen mit Lauge dieselbe Bromabspaltung erreicht 
werden. Der Bromgehalt sinkt jedoch nur auf 28°, und bleibt selbst 
bei lang andauerndem Kochen mit Lauge unveraindert. Durch Re- 
duktion der Bromprodukte in Eisessiglésung mittels Zinkstaub und 
etwas Salzsiure wurde der Bromgehalt auf 27°, erniedrigt. 

Ks zeigt sich somit, daB nicht nur die Methoxylgruppen des Lignins 
verschieden sind, sondern auch das aufgenommene Brom sich durch 
einen leicht abspaltbaren und einen fest gebundenen Anteil unter- 
scheidet. 

Noch deutlicher treten diese Verhaltnisse bei der Alkylierung des 
Bromproduktes in Acetonlésung mittels atherischer Lésung von Diazo- 
methan hervor. Obwohl unter diesen Bedingungen die Alkylierung 
der Bromprodukte nicht so gut gelingt wie in alkalischer Lésung mit 
Dimethylsulfat, so findet auch hier die Abspaltung des Broms bis auf 
einen Bromgehalt von 28°, statt. In besonderen Versuchen, in welchen 
die Alkylierung in einem geschlossenen Kolben durchgefiihrt wurde, 
wobei durch gleichzeitiges Durchleiten eines Luftstroms die abgehenden 
Gase einer Waschvorrichtung mit Lauge und alkoholischer Silbernitrat- 
lésung zugefiihrt wurden, konnte ein Teil des abgespaltenen Halogens 
direkt aufgefangen werden. 

Die Versuche zeigen somit, dab Bromprodukte des Lignins mit 
einem héheren Bromgehalt als 28°, ohne Abspaltung von Brom nicht 
alkylierbar sind. 

Betrachtet man den Grad der Alkylierung der Bromprodukte, so 
ergibt sich folgendes: das alkylierte Material zeigt bei einem Brom- 
gehalt von 28,3°, einen Methoxylgehalt von 16,9°,. Berechnet man 


"7 0/ 


auf ,,bromfreie Substanz‘‘, so ergibt sich ein Methoxylgehalt von 23,7 °,. 
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Dieser Wert ist rund um 1%, tiefer als der des alkylierten Lignins. 
Es ist méglich, daB durch die viel geringere Léslichkeit der Brom- 
produkte die Alkylierung nicht vollstandig war, wofiir die raschere 
Abscheidung des Materials beim Schiitteln mit Dimethylsulfat spricht. 
Der durch die Bromierung erfolgte Methylverlust ist jedenfalls schon 
durch dieses Resultat zu 75°, wieder aufgeholt worden. Die den ab- 
gespaltenen Methylgruppen zugrunde liegenden Hydroxylgruppen sind 
sonach vorhanden und kénnen neuerlich alkyliert werden. 

Vergleicht man diese Ergebnisse untereinander, so ergibt sich 
folgender Tatbestand: urspriingliches Lignin und alkyliertes Lignin 
erleiden bei der Bromierung annahernd den gleichen Verlust an Methoxyl. 
Das alkylierte Lignin unterscheidet sich nur insofern, als es unter 
gleichen Bedingungen der Bromierung von vornherein weniger Brom 
aufnimmt. Wird das Bromprodukt des urspriinglichen Lignins nach- 
triglich alkyliert, so wird zuerst das iiber 28°, aufgenommene Brom 
wieder abgespalten und man erhalt ein Produkt, dessen Methoxyl- 
gehalt dem alkylierten Fichtenholzlignin annihernd entspricht. 

Mit der Abspaltung des locker gebundenen Broms wird beinahe 
die volle Alkylierbarkeit des Produktes wieder erreicht. Ein Zusammen- 
hang zwischen den iiber 28°, aufgenommenen, leicht abspaltbaren 
Brom und den durch die Bromeinwirkung aufgespaltenen Methoxyl- 
gruppen ist sehr wahrscheinlich. 

Eine genaue Untersuchung dieser Verhaltnisse kommt nur dann 
in Frage, wenn ein bestimmtes, einheitliches Ligninpraparat zur Ver- 
wendung gelangt, welches ein einheitliches Bromprodukt ergibt. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Bromierung von Fichtenholzlignin wird regelmaBig ein 
Verlust an Methoxylgruppen beobachtet, welcher bis zu 30°, des ge- 
samten Methoxylgehalts ausmacht. Da eine vollstindige Abspaltung 
der Methoxylgruppen nicht gelingt, sondern immer nur ein Teil er- 
faBt wird, ist eine Verschiedenartigkeit der Methoxylgruppen des 
Lignins anzunehmen. 

2. Samtliche Versuche zur Ermittlung, in welcher Form die Ab- 
spaltung der Methoxylgruppen vor sich geht, bzw. durch welche Um- 
stainde der Methoxylverlust zustande kommt, fielen negativ aus. Es ist 
wahrscheinlicher anzunehmen, daB keine Abspaltung, sondern nur eine 
Umlagerung der Methylgruppe vor sich geht. 

3. Bei der Bromierung von hellem, mittels Eisessig und Salzsiure 
dargestellten Fichtenholzlignin entstehen vier verschiedene Produkte, 
von welchen zwei in ihrer Zusammensetzung ahnilich sind, sich jedoch 
durch ihre Léslichkeit bzw. Unldéslichkeit in Eisessig scharf unter- 
scheiden und zusammen 90°, der Ausbeute darstellen. Die restlichen 
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Substanzen enthalten ebenfalls Brom und Methoxyl, sind jedoch durch 
ihre Léslichkeit und Elementarzusammensetzung vom Hauptreaktions- 
produkt verschieden. 

4. Im Vergleich der Analysendaten des urspriinglichen Lignins und 
des in der Hauptausbeute erhaltenen Bromproduktes kommt ein Ver- 
lust an Kohlenstoff (durch eventuell abgespaltenes Methyl) nicht zum 
Ausdruck. 

5. Von dem im Lignin aufgenommenen Brom sind nur 28°, fest 
gebunden, der iibrige Teil ist leicht abspaltbar. Durch Reduktion der 
Bromprodukte in Eisessig mit Zinkstaub und Salzsdiure sinkt der 
sromgehalt auf 27°. 

6. Bei jeder Alkylierung der Bromprodukte (auch in neutraler 
Lésung mit Diazomethan) wird der iiber 28°, gehende Bromgehalt 
wieder abgespalten. Bei Bromierung von alkyliertem Lignin wird 
von vornherein weniger Brom aufgenommen. 

7. Da die Bromprodukte bei der Methylierung das locker ge- 
bundene Brom wieder abspalten und dann beinahe denselben Grad 
der Alkylierung erreichen wie das urspriingliche Lignin, laBt sich 
schlieBen, daB sowohl die den aufgespaltenen Methoxylgruppen zugrunde 
liegenden Hydroxylgruppen erhalten geblieben sind als auch ein 
Zusammenhang zwischen den locker gebundenen Bromatomen und den 
aufspaltbaren Methoxylgruppen besteht. 


Versuchsteil. 
Darstellung von Fichtenhoizlignin. 


Das Lignin wurde nach einer friiher beschriebenen Methode! aus ent- 
harztem Fichtenholzmehl dargestellt. Um méglichst helles, leicht lésliches 
Lignin zu erhalten, wurde die Suspension des Holzes in Eisessig nicht am 
siedenden Wasserbad, sondern bei einer Temperatur von 6C bis 70° unter 
6fteren Umschiitteln gehalten. Nach ungefaéhr */, Stunden ist die Lésung 
tiefbraun und ergibt eine entnommene Probe beim Fallen mit Wasser einen 
hellbraunen, flockigen Niederschlay. Man lat abkiihlen, filtriert das Holz 
ab und fallt die klare Lésung mit der 20fachen Menge Wasser. Zweck- 
m4Big 14Bt man 12 Stunden absitzen, saugt dann das Wasser weg und 
filtriert schlieBlich die dichte Emulsion. Getrocknet wurde im Vakuum- 
exsikkator bei Zimmertemperatur iiber konzentrierter Schwefelséure. 


Analysen: 
3,568 mg Substanz, 7,905 mg CO,, 1,901 mg H,O. 
Gef.: 60,43% C, 5,96% H. 
5,355 mg Substanz, 5,432 mg AgJ. 
Gef.: 13,40°% OCHs3. 


1 A. Friedrich, |. c. 
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Zur Entfernung der angelagerten Essigsaure wurde das fein gepulverte 
Praparat in 2n Lauge suspendiert, einige Stunden geschittelt, dann mit 
verdiinnter Salzsiure wieder gefallt, zentrifugiert, schlieBlich am Filter 
mit heiBem Wasser griindlich gewaschen. 


Analysen: 
4,720 mg Substanz, J0,935 mg CO,, 2,490 mg H,O, 
767 .. a 8,683 ,, CO, 1,994 ., H,O. 
Gef.: 63,18% C, 5,87% H, 
63,03 % C, 5,94% H. 
4,424 mg Substanz, 5,137 mg AgJ; gef.: 15,34°, OCHs, 
3,412 ,, co 4,021 ., AgJ; 15,57 


Einwirkung von Brom auf Lignin. 


4g fein gepulvertes Lignin wurden in Eisessig eingetragen, unter 
Erwairmen auf dem Wasserbad gelést, dann die abgekiihlte Lésung mit 
einer Lésung von 5 ccm Brom in 50 ccm Eisessig versetzt. Das Reaktions- 
gemisch wurde je nach der Versuchsanordnung 12, 24 oder 36 Stunden 
unter 6fteren Umschiitteln bei Zimmertemperatur belassen. Zur Ge- 
winnung des Bromproduktes wurde mit der zehnfachen Menge Wasser 
gefallt. Das Material setzt sich rasch ab, die tiberstehende Lésung wurde 
weggesaugt, dann frisches Wasser zugesetzt und so lange am Wasserbad 
erhitzt, bis kein Brom mehr nachgewiesen werden konnte. Nach dem 
Filtrieren wurde nochraals mit heiSem Wasser griindlich gewaschen, dann 
durch 2 Tage im Vakuum iiber Schwefelséure getrocknet. 


Analysen: 


5,176 mg Substanz, 7,214 mg CQ,, 1,322 mg H,O, 0,066 mg Asche, 
4,387 ,, * 6,246 ,, CO, 1,170 ,, H,O. 


Gef.: 38,50, 38,82°% C; 2,89, 2,98°%, H. 


4,586 mg Substanz, 2,256 mg AgJ; gef: 6,49°, OCH, 


3,975 ,, ss L082 ,, AS: oo 6,53°% OCHs, 
3,684 ,, Pe. 3,350 ,, AgBr; ,, 38,70% Br, 
3,298 ,, e 3,000 ,. AgBr; ,, 38,71% Br.. 


Der mit Wasser fillbare Anteil laBt sich in getrocknetem Zustande 
durch Behandlung mit Eisessig in der Warme in einen leicht léslichen (60°) 
und einen vollkommen unléslichen Anteil (40 °,) trennen. 


Analysen: 
Eisessig léslicher Anteil: 
6,280 mg Substanz, 2.715 mg AgJ; gef.: 5,71°, OCHs, 
5,398 ,, 2» 4,533 ,, AgBr; ,, 35,74% Br. 
Eisessig unléslicher Anteil: 
3,792 mg Substanz, 1,88] mg AgJ; gef.: 6,55°% OCHs, 
3,845 ,, % 2,983 ,, AgBr; ,, 33,01% Br. 
Der mit Wasser nicht fallbare Anteil bildet nach Eindampfen der 
Lésung eine ziihe, harzige Masse, welche in Alkohvul léslich ist. Die alkoholi- 
sche Lésung ist durch Zufiigen von Ather oder Wasser zum Teil fallbar. 


31 * 
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Durch Aufnahme des Trockenriickstandes mit heiBem Wasser erhalt man 
einen léslichen und einen unléslichen Anteil. 


Analysen: 
In Wasser léslicher Anteil: 
4,462 mg Substanz, 1,870 mg AgJ; gef.: 6.37%, OCH, 
3,991 ,, ss 2.265 ,, AgBr,0,522mg Asche; gef.. 27,79 % Br. 
In Wasser unldéslicher Anteil: 
4,138 mg Substanz, 3,115 mg AgBr, 0,027 mg Asche; gef.: 32,25 % Br, 
4,434 ., a 2,092 ., AgJ; gef.: 6,279 OCHS. 


Versuche zum Nachweis von Dibrommethan und Bromoform. 
1g Lignin wurde in der friiher beschriebenen Art in Eisessiglésung 
bromiert, nach 24 Stunden unter staéndigem Kiihlen in starke Lauge gebracht, 
dann im Lindeschen Extraktionsapparat mit Ather erschépfend extrahiert. 
Nach 36stiindiger Extraktion war der iibergehende Ather farblos und hinter- 
lieB keinen Riickstand. Der Extraktionsriickstand war ein gelbes, zih- 
fliissiges Ol, welches in Alkohol nicht léslich war. 
Ausbeute: 0,0274 g. 
Analysen: 
2,162 mg Substanz, 0,594 mg AgJ; gef.: 3,63°%, OCHs, 
3,221 ., -. 1,830 ,, AgBr; , 24,18%, Br. 
Nach dieser Atherextraktion wurde angeséuert und eine zweite Ather- 
extraktion unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt. 
Ausbeute: 0,03 g. ; 
Analysen: 
1,830 mg Substanz, 0,592 mg AgBr; gef.. 13,79% Br, 
2,682 ,, a 1,189 ,, AgJ; » 5,85°% OCHs. 


Bromierung von alkyliertem Lignin. 


Zur Alkylierung des Lignins wurden 2g fein gepulvertes Material 
in kleinen Portionen in 100 cem 2 n Lauge eingetragen, gut durchschiittelt, 
um ein Zusammenbacken zu verhindern und schlieBlich am Wasserbad 
erwérmt, um eine weitgehende Lésung zu erreichen. Die abgekiihlte, mit 
2cem Dimethylsulfat versetzte Lésung wurde unter zeitweisem weiteren 
Zusatz von Dimethylsulfat 12 Stunden auf der Schiittelmaschine geschiittelt. 
Das Alkylierungsprodukt hatte sich dann vollkommen abgeschieden. Der 
Kolbeninhalt (alkalisch) wurde mit Wasser verdiinnt, filtriert, der Nieder- 
schlag griindlichst mit hei®em Wasser gewaschen, dann im Vakuum iiber 
Schwefelséure getrocknet. 

Analysen: 
4,722 mg Substanz, 11,250 mg CO,, 2,750 mg H,O; 
gef.: 64,98° C, 651% H. 
1,820 mg Substanz, 3,387 mg AgJ; gef.: 24.83% OCHs, 
3,885 ., if 7,369 ., AgJ; .. 25,06°% OCHs. 

2g alkyliertes, fein gepulvertes Lignin wurden in 200 ccm Eisessig 
eingetragen, dann am Wasserbad erhitzt, wobei sich der gréBte Teil léste, 
bis auf eine feine Suspension, welche die Lésung triibt. Nach dem Ab- 
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kiihlen wurden 3cem Brom in 50ccm Elisessig gelést zugefiigt. Nach 
wenigen Minuten fallt ein gallertartiger hellbrauner Niederschlag aus. 
Um die gleichen Bedingungen wie beim gewoéhnlichen Lignin einzuhalten, 
wurde die Lésung unter haufigem Umschiitteln 12 Stunden sich selbst 
iiberlassen. Die Féllung, Reinigung und Trocknung war dieselbe, wie frither 
beschrieben. 
Analysen: 
5,537 mg Substanz, 8,656 mg CO,, 1,710 mg H,O, 0.132 mg Asche, 
gef.: 43,68°% C, 3,54% H. 
1.054 mg Substanz, 4.266 mg AgJ: gef.: 14,25°,, OCH. 


4,44] ,, ia 4,745 .. AgJ; .. 14,42°, OCH. 
4.456 ,, - 3,362 ., AgBr; ., 32,11% Be, 
4,824 ,, - 3,635 ,. AgBr; .. %32,07% Br. 


Alkylierung des Bromproduktes. 


a) Mit Dimethylsulfat. Die Alkylierung wurde in analoger Weise durch 
gefiihrt, wie beim gewéhnlichen Lignin. Schon nach kurzer Zeit fallt ein 
hellbrauner, klebriger Niederschlag aus, der sich an den Wandungen des 
KXolbens festsetzt. Beim Verdiinnen mit Wasser und Anséuern mit Salz- 
siure wird keine weitere Fallung erhalten. 


Analysen: 
954 mg Substanz, 4,623 mg CO,, 0,943 mg H,O, 
»329 5. ¢ 10,004 ,, CQ,, 2,069 ,, H,O; 
gef.: 42,92%, C, 3.57% H. 4 
43,14% C, 3,60% H. 
2.313 mg Substanz, 2,969 mg AgJ; gef : 16,96°, OCH,, 


to 


~ 
= 


3,088 ,, ‘ 3.955 ., AgJ: ., 16,92% OCH. 
3,039 ,, 99 2.040 ,, AgBr; ,. 28,58% Br, 
4,266 ,, a 2,810 ,, AgBr; ,, 28,03% Br. 


b) Mit Diazomethan. 0,1 g¢ des in Eisessiglésung bromierten Lignins 
wurde in Aceton in der Hitze gelést. Die erkaltete Lésung, die sich wieder 
etwas getriibt hatte, wurde vom Ungelésten durch Dekantieren getrennt 
und mit 30ccem einer atherischen Diazomethanlésung alkyliert. Nach 
einer Einwirkungsdauer von 2 Stunden wurde bei Zimmertemperatur 
vollkommen eingedunstet und der Riickstand im Vakuum getrocknet. 


Analysen: 


1,556 mg Substanz, 1.316mg AgJ: gef.: 11,17°, OCHs. 
3.833 ., 7 2.554 ,, AgBr; ,, 28,36% Br. 
Der Methoxylgehalt wurde durch ein abermaliges Alkylieren dieses 
Produktes mit Diazomethan nicht erhdht. 
4,074 mg Substanz, 3.388 mg AgJ; gef.: 11,06°, OCHg. 


Zur Bestimmung des abgespaltenen Halogens bei diesen Alkylierungen 
wurde die in Aceton geléste Substanz in einen Kolben gebracht, derselbe 
mit einem dreifach durchbohrten Stopfen verschlossen, von welchen durch 
je eine Bohrung ein Gaszuleitungs- bzw. Gasableitungsrohr ging, waihrend 
die dritte Bohrung einen Tropftrichter trug. aus welchem die Diazomethan- 
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lésung in einem Strahl zugesetzt wurde. An das Gasableitungsrohr waren 
zwei Waschflaschen geschaltet, von welchen die erste mit einer gemessenen 
Menge n/45 Lauge, die zweite mit wasseriger oder alkoholischer Silber- 
nitratlésung beschickt war. Nach dem Zufiigen des Diazomethans wurde 
2 Stunden Luft durchgeleitet, dann der Kolbeninhalt allméhlich in die erste 
Waschflasche abdestilliert. In der Silbernitratlésung schied sich neben 
Bromsilber gleichzeitig elementares Silber (durch Keduktion) ab. Die 
Silbernitratl6sung wurde samt dem Niederschlag zur Trockene eingedampft, 
mit konzentrierter Salpeterséure heiB aufgenommen, dann verdiinnt und 
das reine Bromsilber filtriert. Die Mengen des gefundenen Broms betrugen 
durchschnittlich die Halfte der theoretisch zu erwartenden Menge. 


Behandlung von bromiertem Lignin mit Lauge. 


Bromiertes Lignin wurde in 2 n Lauge suspendiert und 1 Stunde unter 
RickfluBkiihlung gekocht. 
9,903 mg Substanz, 6,577 mg AgBr; gef.: 28,26°, Br. 


Reduktion der Bromprodukte. 


2g bromiertes Lignin wurden in 150 cem Eisessig in der Hitze gelést. 
Nach dem Erkalten wurde abwechselnd Zinkstaub und etwas verdiinnte 
Salzsiure in kleinen Mengen zugefiigt, dann gut durchschiittelt. Die Farbe 
geht von dunkelrotbraun in gelbgriin iiber und bleibt so bestehen. Der 
Zinkschlamm wurde abfiltriert, die Lésung mit Wasser gefallt. 


Analysen: 


4,473 mg Substanz, 7,558 mg CO,, 1,773 mg H,O: 
gef.: 46,08°%, C, 4,18% H. 


5,677 mg Substanz, 2,709 mg AgJ; gef.: 6,30°, OCHs, 
5,535 ., i 2,637 ,, Agd; .,, 6,29°% OCHs, 


5,100 ,, Bs 3,277 ,, AgBr; ,, 27,34% Br, 
6,594 ,, s 4,245 ,, AgBr: .,  27,39% Br. 
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Untersuchungen 
iiber das Losungsvermégen von Serum gegeniiber Carcinomlipoid. 


Von 
R. Willheim und Kurt Stern. 


(Aus dem Universitaéatsinstitut fiir medizinische Chemie, Wien.) 


(Eingegangen am 25, Juli 1931.) 


In einer friiheren Mitteilung (1) wurde von den Verfassern die 
Tatsache festgestellt, dag es wihrend der durch Serum bewirkten Zer- 
stérung von Carcinomzellen (Carcinolyse) zum Austritt lipoider Substanz 
in das Serum kommt. Mittels einer fiir diesen Zweck ausgearbeiteten 
kolorimetrischen Schitzung gelang es, einerseits den Grad _ dieser 
Lipoidausiésung quantitativ zu verfolgen, andererseits konnte hierbei 
die Tatsache festgestellt werden, ;daB die mikroskopisch, also mor- 
phologisch gemessene Carcinolyse ‘mit der kolorimetrisch gemessenen 
Lipoidauslésung eine weitgehende Gleichsinnigkeit zeigte, so daB es 
uns angaingig schien, hinfort statt der mit groBen subjektiven 
Fehlern behafteten morphologischen Zellzihlungsmethode die Carcinolyse 
durch die Messung der Lipoidauslésung zu verfolgen. Uber die hier- 
bei gemachten Erfahrungen klinischen Inhalts, insbesondere auch iiber 
die Verwendung der Methode zur Darstellung der von uns aus- 
gearbeiteten cytolytischen Kurven wurde bereits an anderer Stelle 
berichtet (2). Wir méchten jedoch betonen, daB ein schliissiger Be- 
weis fiir eine vollkommene Gleichstellung der morphologisch erfaBten 
Cytolyse und der kolorimetrisch gemessenen Lipoidauslésung durch 
unsere Untersuchungen nicht erbracht wird. Denn es wire von 
vornherein auch mit der Méglichkeit zu rechnen, daB es sich bei 
letzterem Phinomen um eine zeitliche Begleiterscheinung handle, 
die mit dem Wesen der Cytolyse nicht zusammenhaingt. Da aber hier- 
gegen die erwaihnte Gleichsinnigkeit der cytolytischen und Lipoid- 
auslésungskurven spricht, erscheint es uns berechtigt, im Interesse 
einer tunlichst einfachen Auffassung der Vorginge bis auf weiteres in 
der Lipoidauslésung ein mit der Cytolyse in wesentlicher Verkniipfung 
stehendes Phinomen zu erblicken. Diese Verkniipfung kann von 
zweierlei Art sein. Es kann sich zunaichst um eine durch die Zell- 
auflésung sekundair bedingte mechanische Ausschiittung von in der 











474 R. Willheim u. K. Stern: 


Zellstruktur verankerter lipoider Substanz handeln; der Auslésung 
des Lipoids kann aber auch die Rolle eines an der Zellauflésung primar 
beteiligten Vorganges zukommen. Ist letzteres der Fall, dann wire 
zu erwarten, daf das unterschiedliche Verhalten von Normal- bzw. 
Carcinomserum, das auf Grund der Feststellungen von Freund und 
Kaminer (3) und unserer Lipoidauslésungskurven gegeniiber Carcinom- 
zellen besteht, sich irgendwie auch gegeniiber den Zellipoiden duBert. 
Dieser Frage galten unsere weiteren Untersuchungen. 

Zunichst wurde daran gegangen, die Lipoide der Carcinomzellen 
darzustellen. Es wurde Gewicht darauf gelegt, nicht das ganze Gewebe 
zu verarbeiten, sondern das Ausgangsmaterial auf tunlich bindegewebs- 
lose, von nekrotischen Beimengungen frei gewaschene Zellen zu_be- 
schranken. Dementsprechend vollzog sich die Herstellung zunachst 
vollkommen analog der zur Gewinnung des Zellmaterials fiir die cyto- 
lytische Reaktion tiblichen Arbeitsweise. Das Tumorgewebe, — als 
Ausgangsmaterial dienten meistens von Prosekturen iiberlassene, mit 
groben, scharf abgegrenzten Metastasen erfiillte Lebern — wurde, so- 
weit es nicht offensichtlich nekrotisch war, ausprapariert, fein zerhackt 
und durch ein Koliertuch in physiologische Kochsalzlésung durchgepreBt. 
Hierauf lieBen wir die Zellen in einem Vierliterstutzen sedimentieren. 
Durch wiederholtes Dekantieren oder auch Zentrifugieren erfolgte die 
Entfernung von Fett und Detritus. Die vollendete Reinigung ist daran 
zu erkennen, daf die iiber den abgesetzten Zellen befindliche Fliissigkeit 
annahernd klar ist. Es wurde darauf Gewicht gelegt, daB die Zellen 
stets auf Eis gehalten und bei allfalligem Aufbewahren auf einen Gehalt 
von 3°, Trikresol gebracht wurden. Die Zellemulsion wurde nun mittels 
einer Nutsche auf Papierfilter abgesaugt, nach Trocknung im Vakuum- 
exsikkator iiber konzentrierter Schwefelsiure pulverisiert und mit 
absotutem Alkohol extrahiert, ein Verfahren, das nach Thierfelder und 
Klenk (3a) zur Darstellung der Lecithin-Kephalinfraktion am meisten 
zu empfehlen ist und auch wohl allfallig vorhandene geringe Mengen 
von Cerebrosiden und Sphyngomyelinen zu erfassen vermag. Diese 
Extraktion wurde anfanglich im Soxhletapparat, also heiB, durch- 
gefiihrt. Mit Riicksicht auf die in letzterer Zeit von Paal (4) ge- 
machte Angabe, daB schon Kochen mit Alkohol zu einer Zersetzung 
von Phosphatiden fiihren kann, haben wir es spiter vorgezogen, die 
Extraktion auf kaltem Wege durch Ausschiitteln zu bewirken. Zu 
diesem Zwecke wurden etwa 5g des Trockenpulvers dreimal mit je 
100 cem absolutem Alkohol durch 3 Stunden auf der Schiittelmaschine 
ausgezogen und die EKinengung der Extrakte im Vakuum bei einer 
Temperatur von weniger als 40° durchgefiihrt. Der Abdampfriickstand 
prasentierte sich als eine bernsteingelbe bis kastanienbraune Masse, 
deren Konsistenz in den einzelnen Fallen schwankte, sich aber durch 
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die folgende, im Vakuumexsikkator bis zur Gewichtskonstanz fort- 
gesetzte Trocknung in der Regel bis zu einem teigig-weichen Zustand 
bringen lieb. 


Die an diesem Lipoid in der Folge vorgenommenen Untersuchungen 
bezweckten die Beantwortung der Frage, ob sich auch diesem Substrat 
gegeniiber ein charakteristisches, den Versuchen mit ganzen Zellen 
analoges Verhalten von Carcinom- bzw. Nichtcarcinomserum zeigen 
1aBt, also ob das Lipoidlésungsvermégen der einzelnen Sera ein unter- 
schiedliches ist. Die Untersuchungen wurden dementsprechend so 
vorgenommen, dab an Stelle des Zellmaterials bestimmte eingewogene 
Mengen des Lipoids der Serumeinwirkung ausgesetzt wurden. Nach 
mehrstiindigem Aufenthalt im Brutschrank wurde unter Verwendung 
der von uns schon mitgeteilten (1) Neutralrotmethodik die Schatzung 
des Lipoidgehalts vorgenommen. Stets erfolgte die Einwage des 
Lipoids in der Weise, daB es auf vorher auf der Torsionswaage 
abgewogene lingliche, etwa 3mm breite und 10 mm lange Blittchen 
von Seidenpapier ausgestrichen wurde. Die Menge schwankte in 
den einzelnen Versuchen zwischen 1 und 5mg auf 1 cem Serum, 
war aber selbstverstindlich in jeder Versuchsreihe konstant. Die 
Blattchen wurden auf den Boden kurzer Reagenzgliser mit einem 
Durchmesser von 15 bis 20 mm eingebracht und hierauf mit der 
abgemessenen Serummenge bedeckt. In den ersten Versuchen wurde 
einfach so vorgegangen, dafs nur eine Probe in den Versuch ge- 
nommen wurde — z. B. 5 mg Lipoid auf 1 cem Serum) —, nach zehn- 
stiindigem Aufenthalt im Brutschrank das Serum abfiltriert und in 
einer Menge von 0,5 cem mit 0,1 cem einer !/,°,igen wisserigen Neutral- 
rotlésung versetzt wurde. Der Farbenvergleich erfolgte in Sahliréhrchen 
gegen das native, nicht mit Lipoid in Beriihrung gebrachte Serum, 
dem Neutralrot im gleichen Mengenverhiltnis zugefiigt wurde. Eine 
allfallige Farbendifferenz wurde hierauf durch Zutropfen von Wasser 
zur farbstarkeren Probe ausgeglichen und durch die Messung der Niveau- 
differenz beider Proben in Skalenteilen ein zahlenmaBiger Ausdruck 
fir die Farbzunahme bzw. -abnahme gegeniiber der Kontrolle ge- 
funden. Dieser Farbenvergleich zeigte nun tatsichlich Resultate, die 
uns dafiir zu sprechen schienen, daB hier ein unterschiedliches Ver- 
halten zwischen Carcinom- und Nichtcarcinomserum vorliegt. Es 
ergab sich z. B. bei der ersten Lipoiddarstellung, daB von neun unter- 
suchten Normalseren sieben eine betrachtliche Farbenzunahme zeigten, 
also offenbar vom Lipoid nachweisbare Mengen in sich aufgenommen 
hatten, wahrend andererseits bei sechs Carcinomseren teils Farben- 
gleichheit (3), teils Farbenabnahme (3) zu beobachten war. Ahnlich 
verhielten sich eine ganze Reihe von Tumorlipoiden, die in der 
Tabelle I zusammengefaBt erscheinen. 
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Tabelle I. 


K. Stern: 





Die Ziffern in der Kolonne ,,Anderung des Lipoidgehalts** bedeuten 
die Zu- bzw. Abnahme der Farbenreaktion des Serums mit Neutralrot. Sie 
wurde durch Auffiillen der farbstaérkeren Probe bis zur Farbengleichheit 


als Niveaudifferenz bestimmt und diese 


in Millimetern ausgedriickt. 





Tumor- 
lipoid 
Dar- 
stellung 
Nr. 


nh 


Nicht-Careinomsera 





Diagnose 


Apoplexie . . 
Lues latens 
Akromegalie . 
Rheumatismus . 
Lues latens 
Lues latens 
Lues latens 
Ekzem 

Lues latens 


Nephrolithiasis . 
Cervicitis 
Gonorrhoe. . 
Cervicitis 

Lues latens 
Arthritis 

Lues latens 
Hypertonie 


Neurasthenie . 
Diabetes 
Rheumatismus . 
Hypertonie 


Ekzem : 
Arthropathia. 
Gravida III. m. . 
Asthma cardiale 
Gravida IV. m. . 
Gravida III. m. . 
Schizophrenie 
Neurose . : 
Paralysis progr. 
Hypertonie 


Lues latens 
Tabes dorsalis 
Bartholinitis . 
Mesaortitis. 
Laryngitis . 


Lues latens 
Lues latens 
Lues latens . 
Uleus duodeni 
Gravida III. m. . 
Neonatus 


| Anderung 
\des Lipoid- 
gehalts 


+ 20 
if 


— 7 
+ 60 
0 


+18 


b++ +444 
— & OTD 
Core @or 


t+++++ ++ | 
DOD m ore 2 Mee 
oSeSSSS on SaRE 


-f- 
— 
o 


+ 10 
+ 12 
+ 10 
+12 
+ 15 
+ 25 
+ 12 


+ 20 


Ca. 
Ca. 


Ca. 


Ca. 
Ca. 


Ep. 
Ep. 


Ca. 


Ep. 
Ep. 


Ca. 


Ep. 
Kp. 
Ca. 


’ 


Ca. 
Ca. 
Ca. 


Ep. 


Carcinomsera 


Diagnose 


‘a. ventriculi . 


pancreatis 


colli uteri . 


corp. uteri 
laryngis. 


oesophagi . 


nasi 


palpebrae . 


ventriculi . 


auris . 
buceae . 


recti 
buccae . 
labii 


palpebrae . 


colli uteri . 


tonsillae 
ventriculi 
faciei . 


Anderung 
des Lipoid- 
gehalts 


0 
— 16 
0 
0 
— 10 


5 


0 
— 38 


— 40 


4. 
_ 
aco 


—23 
—20 
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Tabelle 1 (Fortsetzung). 





Tumor- Nicht-Carcinomsera Carcinomsera 
lipoid —_—— - —__— - _ - 

Dar- Anderung Anderung 
stellung Diagnose des Lipoid- Diagnose des Lipoid- 
Nr. gehalts gehalts 
6 Diabetes + 45 Ca. reci.... 12 

Tetanie +15 Ca. vaginse. .... + 5 
Hypertonie +14 Ca.mammae ... . 0 
Uramie : + 10 . i + 24 
Hyperthyreose + 40 Ep. buceae . eras 0 
Hemicranie +10 Ca. ventriculi. . . . + 20 
Lues latens +15 Ca. bronchi... . . + 25 
Arthritis + 20 Ca.mammae .... + 8 
7 Polyposis recti . . . . + 10 Ca. bronchi ai — 12 
Vitium cordis . . ‘ + 16 Ca. ventriculi ‘ — 16 
Paralysis progr. . . . + 8 Ca. bronchi. . . — © 
Mesaortitis ... . + 6 Ca. basalis infraorbital. 0 
Kp. faciei. 0 

Lues latens . od 0 

Hypertonie .. . + 10 

Lues latens . ; 0 
8 Asthma bronchiale . . + 6 Ca. ventriculi — 10 
Tbe. pulmonum .. . + 18 Ca. oesophagi + 6 
Avibritis ...4.. +10 Ca. mammae 0 
Diabetes .... + 14 . ee : + 10 
Diathesis urica. . . . 20 Ca. recti — 8 


Das bei Carcinomseren beobachtete Phanomen der Farbenabnahme 
kann wohl kaum anders gedeutet werden, als daB es in diesem Falle nicht 
nur zu keiner erkennbaren Lésung, sondern sogar zu einer Verarmung 
des Serums an farbgebendem Lipoid durch Abscheidung an den Boden- 
kérper gekommen ist. 

Nun gelang es uns aber keineswegs immer, Lipoide von so charak- 
teristischem Verhalten zu gewinnen, so dab unser Bestreben, die Uber- 
fiihrung der Zellreaktion in eine Lipoidlésungsreaktion auch in prakti- 
scher Hinsicht zu erreichen, vorderhand noch nicht durchgefiihrt 
werden konnte. Die Ursachen sind wohl zunachst im eingreifenden 
Darstellungsverfahren zu suchen, bei dem neben den im Zellversuch 
maBgeblichen Lipoiden allenfalls auch andere Lipoide herausgeholt 
werden und bei dem schlieBlich auch die chemische Natur der bekannter- 
maBen labilen und besonders gegen Sauerstoff empfindlichen Lipoide 
leiden kann. DaB aber die letzterwihnte Ursache nicht die ausschlag- 
gebende ist, glauben wir daraus schlieBen zu kénnen, daB bei dem zuerst 
angewandten energischeren Verfahren der Soxhletextraktion durch- 
schnittlich keine weniger wirksamen Lipoide gewonnen wurden als bei 
der kalten Ausschiittelung. 
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Nun lieBen aber gerade diese abweichend reagierenden Lipoide eine 
GesetzmaiBigkeit erkennen, die uns fiir die Auffassung des Phinomens 
wichtig zu sein scheint. Es zeigte sich nimlich, daB die Fehlresultate 
mit einer gewissen Regelmibigkeit einseitige waren (s. Tabelle I), 
d. h. daB das betreffende Lipoid entweder dazu neigte, gelést zu werden, 
dementsprechend auch mehr oder weniger von Carcinomserum gelist 
wurde, oder daB es sich gegenteilig verhielt und dazu neigte, auch aus 
Normalserum Lipoid aufzunehmen bzw. sich in diesem nicht merklich 
zu lésen. 

Tabelle II. 





Tumorlipoid Nicht-Carcinomsera Casetnsineere 
Darstellung a 
Nr. Gesamtzahl Fehlresultate Gesamtzahl Fehlresultate 
1 9 2 ) 0 
2 8 0 2 0 
3 4 1 3 0 
4 10 2 4 1 
5 12 1 4 0 
6 8 8 6 
7 8 2 5 0 
5 5 0 5 2 


Das will unserer Ansicht nach besagen, daB Lésung bzw. Nicht- 
losung des Bodenkérperlipoids bzw. Adsorption des Serumlipoids an 
den Bodenkérper von einer bestimmten (physikalisch-chemischen ?) 
Eigenschaft des Lipoidgemisches abhangt, deren GréBe sich bei Anderung 
der Lipoidzusammensetzung nach der einen oder anderen Seite hin 
verschiebt und solcherart zur Einseitigkeit der Fehlresultate fiihrt. 


Bei dieser Sachlage schien es uns wiinschenswert, die kurvenmiBige 
Betrachtungsweise, die uns bei den Zellversuchen so interessante Ein- 
blicke erméglicht hatte, auch hier anzuwenden. Diese beruht darauf, 
daB bestimmte Mengen von Zellen in vier Réhrchen mit steigenden Serum- 
mengen versetzt und die unter den differenten Verhaltnissen resultierende 
Lipoidauslésung bestimmt wird. Es ergeben sich je nach Verwendung 
von Normal- oder Carcinomserum charakteristische Kurvenbilder. In den 
hier vorliegenden Versuchen beschrankten wir uns aut die Untersuchung 
zweier Punkte der Kurve, einen dritten lieferte uns die nicht mit Lipoid 
beschickte Serumkontrolle. Es wurde so vorgegangen, dai in zwei der 
oben erwaihnten Reagenzgliser je 1 mg Lipoid, wie oben beschrieben, 
eingebracht und hierauf 0,5 bzw. 100cem Serum zugesetzt wurde; 
in einigen hier in der Tabelle nicht aufgenommenen Versuchen wurde 
auch eine Probe mit 0,25 ccm Serum angesetzt. Nach einer Bebriitung 
von 10 bis 20 Stunden wurde auch hier wie im Zellversuch die Auf- 
fiillung auf das Volumen von 1,0 ccm, also das Volumen der letzten 
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Probe, mit dem inzwiscben auf Eis aufbewahrten Serum vorgenommen 
und nunmehr — eventuell nach Filtrieren — je 0,5 ccm jeder Probe 
mit je 0,1 cem der Neutralrotlésung versetzt; in gleicher Weise wurden 
auch 0,5 cem des unbeschickten Serums behandelt (Punkt 1 der Kurve). 
Die Kolorimetrie erfolgt am zweckmaBigsten in Sahliréhrchen unter 
Verwendung eines fiir diesen Zweck von der Firma Hellige u. Co. in 
Freiburg i. Br. hergestellten Apparats. Bei dieser Versuchsanordnung 
ergab sich nun ein gesetzmdfiger Kurvenverlauf, der die griéBte Ahnlich- 
keit mit den Kurven hatte, die wir bei der Lipoidauslisung aus Zellen 
bzw. noch friiher (5) bei der Zahlung der Zellen zum ersten Male beobachteten. 
Es ergab sich namlich (s. Tabelle II1) bei der Verwendung von Normal- 
seren in der iiberwiegenden Zahl der Fille eine Zunahme der mit 
Neutralrot feststellbaren Lipoidmenge, wihrend bei der Verwendung 
von Carcinomserum mit zunehmender Serummenge der Lipoidgehalt 
abnimmt, in seltenen Fallen nach einer vorherigen Zunahme. Dabei 
sinkt der Lipoidgehalt oft betrichtlich unter den Wert der nativen 
Serumprobe. 
Tabelle III. 
Kurvenversuche. 
I. = Serum obne Lipoidzusatz, 
Il. = 0,5cem Serum + 1 mg Lipoid, 
LI. = 1,0cem Serum + 1 mg Lipoid.' 


Zur leichteren Erkennung des Kurvenverlaufes sind die Zahlen, die 
das Maximum der Kurve darstellen, fett gedruckt. 





Nicht-Carcinomsera } Carcinomsera 


Diagnose I. Il. ’ Diagnose I. 





. ventriculi . 9 
Ja. oesophagi . 16 


. ventriculi . a: 
.mammae . 6 
. oesophagi . 
‘a. mammae 
. recti 
‘a. ventriculi 
‘a. bronchi . 
hepatis 
‘a. vaginae . 
. Mmammae 
‘a, mMammae 
. recti 
Ep. faciei . 


Nephritis 
Gravida . 
Gravida . 

Lues latens 
Lues latens 
Arthritis 
Gastritis 
Diabetes 
Mitralstenose . 
Basedow . 

Tbe. pulmonum . 
Uramie 
Arthritis 
Hypertonie 
Lues latens 
Tabes dorsalis 
Lues latens 
Myoma uteri . 
Colpitis . . .. 
Nephrocirrhosis 
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Diskutieren wir diese Resultate vom chemischen Standpunkt, 
so ist an der Kurve des Noralserums zunachst wenig auffallendes, 
denn es ist ja zu erwarten, daB gréBere Serummengen auch gréBere 
Lipoidmengen in Lésung zu bringen vermégen. Freilich erweist sich 
diese einfache Vorstellung schon an der Tatsache als unzureichend, 
daB die betreffenden Sera am Ende des Versuchs keineswegs mit Lipoid 
gesittigt sind, sondern noch nennenswerte Mengen dieses in Lésung 
bringen kénnen. Es ist vielmehr anzunehmen, das aus dem Serum 
ein das Bodenkérperlipoid lisender bzw. emulgierender Faktor an diesen 
herantritt, dessen Menge von der Quantitét des verwendeten Serums 
abhangig ist. Diesem lésenden Faktor ist anscheinend keine Ferment- 
natur zuzuschreiben, da durch halbstiindige Hitzeinaktivierung des 
Serums bei 55° das Lésungsvermégen nicht nur nicht leidet, sondern 
eher in seiner Wirksamkeit gesteigert wird (s. Tabelle IV). Hier liegt 


Tabelle IV. 


Inaktivierungsversuche. 








Nicht-Careinomsera Carcinomsera 
Versuch es ae eee : Versuch bata P az eer 
Nr. nativ inaktiviert Nr. nativy inaktiviert 
bi x +15 3 + 15 5 0 + 39 
2 + 30 + 30 6 —12 0 
3 + 10 + 30 7 — 16 + 6 
4 + 4 +15 


vielleicht eine Beziehung zur Oberfldchenspannung und den Unter- 
suchungen von £. Bauer (6) vor, der zeigen konnte, dab die Hitze- 
inaktivierung des Serums dessen Oberflichenspannung um so mehr 
erniedrigt, je héher sie urspriinglich war. Unserer Ansicht nach 
ist iibrigens vorlaufig noch kein zwingender Grund zur Annahme vor- 
handen, dem erwahnten lésenden Faktor den Charakter einer bestimmten 
chemischen Substanz zuzuschreiben; es besteht vielmehr auch die 
Moglichkeit, das Lipoid in Lésung bringende Vermégen auf das Zu- 
sammenwirken einer ganzen Reihe von physikalisch-chemischen Faktoren 
zuriuckzufiihren. Bei dieser Gelegenheit wollen wir auch iiber den 
EinfluB von Temperatur und Bebriitungszeit berichten. Es hat sich 
ergeben, daB die Lipoidlésung bei 0° iiberhaupt nicht stattfindet, bei 
etwa 20° schon wesentlich ist, bis 36° weiter steigt und bei 50° die 
Wirkung noch nicht vermindert ist. Was die Reaktionszeit anlangt, 
beginnt die Lésung nach 3 Stunden bemerkbar zu werden und wachst 
von da an bis 12 Stunden. 


Die eben erwahnte Hitzebestdndigkeit des Lipoidlésungsvermégens 
beinhaltet eine Abweichung gegeniiber der von Freund und Kaminer (2) 





f 
j 
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bei der cytolytischen Reaktion gefundenen Inaktivierbarkeit des Phinomens. 
Eine weitere Differenz ergibt die Mischung von Normal und Carcinom- 
seren, die nach Freund-Kaminer das Verschwinden der Cytolyse zur Folge 
hat (2), auf die Lipoidlésung jedoch keinen deutlich hemmenden Einflub 
ausiibt. Aus diesen Tatsachen geht hervor, daB die Lipoidlésung nicht 
als der einzige fiir die morphologische Cytolyse verantwortliche chemische 
Vorgang anzusehen ist. 

Die in den oben besprochenen Kurvenversuchen beim Carcinom- 
serum gemachte Beobachtung eines mit zunehmender Serummenge 
abnehmenden Lipoidgehaltes hingt offenbar mit jener Abscheidung von 
Lipoid an den Bodenkérper zusammen, von der schon oben die Rede war. 
DaB eine derartige Abscheidung des von vornherein im Serum gelésten 
Lipoids als ein physikalisch-chemischer Vorgang, etwa als eine durch 
Oberflichenkrafte bedingte Adsorption aufzufassen ist, erscheint uns 
am naheliegendsten. Ubrigens spielt auch in den von uns an nativem 
Zellmaterial studierten Lipoidauslésungsversuchen eine derartige An- 
lagerung von Lipoid an die Zellen bei Carcinomseren eine Rolle, da sonst 
ein Herabsinken des Lipoidwertes unter den Wert der Kontrollprobe, 
wie es mehrfach beobachtet und schon mityeteilt wurde, schwer zu 
deuten ist. 

Bemerkenswert ist es, daB die von uns beschriebenen GesetzmaBig- 
keiten nur bei Festhalten derjvon uns geiibten Mengenverhaltnisse | bis 5mg 
Lipoid auf 1 cem Serum gelten. Bei gréBerern Lipoidangebot (10 bis 50 mg 
Lipoid auf 1 cem Serum) tritt eine neue GesetzmaBigkeit nach der Richtung 
ein, daB mit steigenden Bodenkérpern auch die Menge des in der konstanten 
Serummenge gelésten Lipoids steigt, und zwar in gleicher Weise bei Normal- 
wie bei Carcinomserum. Hier herrschen anscheinend andere kolloidchemische 
Faktoren vor, méglicherweise Beziehungen zur Ostwald schen Bodenkoérper- 
regel, derzufolge mit zunehmender Menge des Bodenkérpers die zu dessen 
Lésung erforderliche Menge des Peptisators relativ geringer wird (7) (8). 

Das beschriebene unterschiedliche Verhalten von Carcinom- und 
Nichtcarcinomserum gegeniiber einem Bodenkérperlipoid, das aus 
Carcinomzellen gewonnen war, veranlaBte selbstverstandlich die Unter- 
suchung anderer Organlipoide. Als solche kamen zwei Lipoide, die in 
analoger Weise aus menschlichen Leberzellen hergestellt wurden, und 
ein Lipoid aus Kalbsherz zur Untersuchung. Diese Lipoide zeigten ein 
von der Art des verwendeten Serums weitgehend unabhangiges Ver- 
halten, indem sie entweder immer Lésung oder immer Adsorption auf- 
wiesen. Ein ahnlich einférmig bzw. uncharakteristisch reagierendes 
Lipoid erhielten wir in einem Falle, als wir nicht die isolierten und rein 
gewaschenen Zellen als Ausgangsmaterial wahlten, sondern den ge- 
samten auch mehr oder weniger nekrotische Bestandteile und Binde- 
gewebe enthaltenden J’umor verarbeiteten. Hier liegt ein Hinweis 
dafiir vor, daB die beim Studium der Krebslipoide meistens geiibte 
Praxis der Extraktion des gesamten Gewebes zu weniger charakteristischen 
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Resultaten fiihren kann, als es die Untersuchung der isolierten Zellen 
imstande ware. 

Eine weitere naheliegende Fragestellung war es, wie eine Fraktio- 
nierung des von uns in den Versuch gezogenen Gesamtlipoids den 
Reaktionsverlauf beeinfluBt. Es ergab sich, daB schon die bloBe 
Scheidung in dtherldslichen und dtherunldslichen Anteil (Kephalin ? 
nichtlipoide Beimengungen?) ein vollkommen uncharakteristisches 
Verhalten beider Fraktionen zur Folge hatte. Weitere Untersuchungen 
liber Fraktionierungen erschienen iberfliissig, weil dieser Befund 
allein schon dafiir sprach, daB die Grundlage des charakteristischen 
Verhaltens der Carcinomlipoide in ihrer ganz bestimmten Zusammen- 
setzung aus verschiedenen zu einer physikalisch-chemischen Einheit 
gefiigten Bausteinen besteht. Dieser Auffassung nach ware die Ge- 
winnung eines brauchbaren Lipoids an eine die physikalisch-chemische 
Struktur tunlichst schonende Extraktion eines méglichst unversehrten 
und von unspezifischen Beimengungen freien Zellmaterials gebunden. 
Die Unméglichkeit, dieses Ziel mit Sicherheit zu erreichen, mag die 
Differenzen erklaren, die zwischen den einzelnen Lipoiddarstellungen 
auftraten. Da weiter nach unseren Erfahrungen ein einmal dargestelltes 
Lipoid nicht unbegrenzt haltbar ist (Oxydation? Entquellung 2), 
erscheint die Lipoidlésungsreaktion vorderhand erst theoretisches 
Interesse zu haben. Immerhin glauben ‘wir, daB der Gedanke, der 
diesen Untersuchungen zugrunde liegt, den undurchsichtigen Komplex 
des cytolytischen Vorganges auf chemisch definierbare oder doch 
chemisch verstandliche Reaktionen zuriickzufiihren, sich durch unsere 
Feststellungen als wissenschaftlich brauchbar erwiesen hat. Vielleicht 
werden weitere in dieser Richtung fortzusetzende Untersuchungen zur 
Méglichkeit fiihren, das in seiner Brauchbarkeit schwankende und 
schwer kontrollierbare Zellmaterial durch ein chemisches Substrat 
zu ersetzen. 

Zusammenfassung. 

1. In Fortsetzung einer friiheren Arbeit, in der es gelang, die 
Carcinolyse durch Erfassung des hierbei frei werdenden Lipoids chemisch 
zu messen, haben sich die Autoren die Frage vorgelegt, ob dem unter- 
schiedlichen Verhalten von Carcinom- und Nichtcarcinomserum gegen- 
iiber Krebszellen auch ein differentes Verhalten der Sera gegeniiber dem 
aus den Zellen isolierten Lipoid entspricht. Diese Frage konnte im Prinzip 
bejaht werden. Es ergab sich nimlich, da8 Normalserum in der iiber- 
wiegenden Anzahl der Fille ein bei steigender Menge wachsendes 
Lésungsvermégen fiir das Krebslipoid aufweist, wahrend den Krebs- 
seren meistens das Lésungsvermégen nicht nur abgeht, sondern sogar 
serumeigenes Lipoid von ihnen an den zugesetzten Bodenk6rper ab- 
gegeben wird. 
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Die aus den einzelnen Tumoren gewonnenen verschiedenen Lipoide 
zeigten hinsichtlich Eignung bzw. Empfindlichkeit fiir die Lésungs- 
reaktion betrachtliche Unterschiede. 

2. Die Lipoide werden aus den vom Bindegewebe und vom Detritus 
tunlichst befreiten und getrockneten Zellen durch Extraktion mit ab- 
solutem Alkohol gewonnen. 

3. Lipoide, die aus normalen Leberzellen oder aus dem gesamten 


Carcinomgewebe gewonnen wurden, zeigten dieses unterschiedliche Ver- 


halten nicht. 

4. Die Grundlage dieser Gesetzmabigkeit liegt, wie fehlgeschlagene 
Fraktionierungsversuche lehren, nicht in dem Gehalt an einer bestimmten 
chemischen Substanz, sondern offenbar in der Vereinigung verschiedener 
Bestandteile zu einer physikalisch-chemischen Einheit. 
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Uber experimentell hervorgerufene Anderungen 
des Verhaltens von Serum gegeniiber Krebszellen. 


Von 


R. Willheim und Kurt Stern. 
(Aus dem Universitétsinstitut fiir medizinische Chemie, Wien.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Osterreichischen Gesellschaft fiir 
Erforschung und Bekaémpfung der Krebskrankheit.) 


(Eingegangen am 25. Juli 1931.) 


In vorhergehenden Arbeiten war es den Autoren gelungen, eine 
neue, die Lipoide betreffende GesetzmaBigkeit im Rahmen des Carcinom- 
problems aufzudecken. Es ergab sich, daB dem Serum Nichtkrebs- 
kranker die Fahigkeit innewohnt, aus Carcinomzellen Lipoide heraus- 
zulésen, und zwar quantitativ gleichsinnig mit der verwendeten Serum- 
menge, wahrend beim Serum Carcinomkranker eine gegenteilige Gesetz- 
maBigkeit herrscht, indem hier die Lipoidauslésung von einem be- 
stimmten Serummengenverhiltnis an abnimmt, ja sogar einer Ab- 
scheidung von serumeigenem Lipoid an die zugesetzten Zellen Platz 
machen kann. Diesem unterschiedlichen Lipoidauslésungsvermégen 
scheint eine in den verschiedenen Seren differente Léslichkeit der 
Krebslipoide zugrunde zu liegen. Derartige Feststellungen legen es 
selbstverstindlich nahe, nach Beziehungen zu den bereits zahlreichen 
in der Literatur niedergelegten Lipoidreaktionen beim Carcinom 
auszuschauen. Zunachst ist der Meiostagmin-Reaktion von Ascoli 
und Izar (1) zu gedenken. Ihr Wesen besteht in ihrer urspriinglichen 
Form bekanntlich darin, daB Carcinomlipoide zu Carcinomserum zu- 
gesetzt, die stalagmometrisch gemessene Tropfenzahl erhéhen, also die 
Oberfldchenspannung herabsetzen, wihrend Normalserum gegeniiber eine 
derartige Anderung ausbleibt. Das kénnte ganz allgemein so aufgefaBt 
werden, daB das Carcinomlipoid im Versuch von Ascoli und Izar im 
Serum carcinomatéser irgendeine Reaktion eingeht, die zu einem die 
Oberflachenspannung erniedrigenden Produkt fiihrt. Ob nun die von 
uns ermittelte Tatsache, daB aus Carcinomserum Serumlipoid an zu- 
gesetztes Carcinomlipoid bzw. an Carcinomzellen herantritt, mit dieser 
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Reaktion, die dem Ascolischen Versuch zugrunde liegt, zusammen- 
hangt, erscheint wohl méglich, entzieht sich aber vorderhand noch 


einer Entscheidung. Nun haben aber die letzten Jahre andere nennens- 
werte Erfolge im Fragekomplex der Carcinomlipoide gebracht. Wir 
meinen die Arbeiten von Witebsky (2), Lehmann-Facius (3) in Heidel- 
berg und Hirszfeld und seinen Mitarbeitern (4) in Warschau, die das 
Problem von der Seite der Lipoid-Antigen-Antikdrperreaktionen an- 
gingen und tatsachlich insofern tiber Erfolge berichten konnten, als 
es ihnen gelang, beim Zusammentreten von Carcinomlipoiden mit auf 
diese abgestimmten spezifischen Antiseren bzw. auch mit einem ge- 
wissen Prozentsatz von Seren Krebskranker Komplementablenkung 
festzustellen, und, was fiir uns von besonderem Interesse erscheint, 
auch Prdzipitationen zu beobachten. Denn hier ist zu bedenken, dab 
die von uns aufgedeckte unterschiedliche Lipoidlésung doch wohl auch 
als das Spiegelbild einer Lipoidprazipitation angesehen werden kann. 
In diesem Falle waren Beziehungen der von uns ermittelten Tatsachen 
zu den Ergebnissen der genannten Autoren gegeben. Dann aber erschien 
es notwendig, Untersuchungen dariiber anzustellen, ob der von Hirszfeld 
bzw. Witebsky erhobene Befund, daB es nach Immuniierung von 
Kaninchen mit Krebszellen (Witebsky) und Krebslipoid (Hirszfeld) 
gelingt, durch Komplementablenkung faBbare Antikérper gegen die 
Lipoide zu erzeugen, auch mittels der Lipoidauslésungsreaktion zu 
erheben méglich ist. Es war also die Frage experimentell anzugehen, 
ob es gelingt, durch Behandlung mit Krebszellen bzw. Krebslipoid normale 
Lipoidauslésungskurven nach der fiir Carcinomsera charakteristischen 
Reaktionsweise zu dndern. Bevor wir die von uns eingeschlagene Methode 
schildern, méchten wir gleich vorwegnehmen, da8 das Ergebnis unserer 
Versuche tatsachlich ein positives war. 

Es wurden zwei Hauptserien von Versuchen mit den zugehérigen 
Kontrollen angelegt: 1. Immunisierungen mit menschlichen Krebszellen 
und 2. Immunisierungen mit Krebslipoid. 

Zusammenfassend sei zunachst tiber die Serumuntersuchungen 
von 36 unbehandelten Tieren berichtet. Bei 28 dieser Tiere ergaben 
sich typisch ansteigende Nermalkurven, wie wir sie in dieser Zeitschrift 
seinerzeit beschrieben haben (5); in 8 Versuchen (also in 22°, der 
Fille) fanden wir keinerlei Unterschiede in den einzelnen Punkten, 
ein Verhalten, das auch in unseren klinischen Untersuchungen am 
Menschen nicht allzu selten gefunden wurde, Bei keinem dieser 36 
untersuchten Sera lieB sich eine Carcinomkurve nachweisen. 

Die Immunisierungen mit Krebszellen erfolgten in der Weise, dab 
von der Krebszellenemukion, iiber deren Darstellung in der vorher- 
gehenden Arbeit berichtet wurde, die Kaninchen viermal in Intervallen 
von 3 Tagen mit 1 cem (verdiinnt mit 4 ccm physiologischer Kochsalz- 
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lésung) intraperitoneal gespritzt wurden. Die Untersuchung erfolgte 
an dem nichtlipimischen und nichthimolytischen, aus den Ohrvenen 
gewonnenen Serum (etwa 1l5ccem Blut, ungefahr 7 ccm Serum ent- 
sprechend) erstens vor Beginn der Behandlung, zweitens 8 Tage nach 
der letzten Injektion. Die Ergebnisse sind aus der Tabelle zu ersehen. 





: Gesamtzahl Zahl der Tiere mit 
Injektionsmaterial der Carcinomkurven 
Versuchstiere nach der Behandlung 


Carcinomzellen . .. . 7 6 86°, 
Leberzellen. . . .. . 6 1 16% 
Carcinomlipoid . . . . 9 5 55°, 
Leberlipoid . ie moe 4 0 


Als Kontrolle dienten Kaninchen, die in gleicher Weise mit normalen 
reifen menschlichen Leberzellen behandelt wurden. Das Resultat dieser 
Kontrollversuche spricht zwar nicht fiir die absolute Spezifitat der 
durch Carcinommaterial gelungenen Umwandlung der Normal- in eine 
Carcinomkurve, doch ist der Unterschied von 86°, gegeniiber 16°, 
so groB, daB trotz der gewiB viel zu geringen Tieranzahl uns eine ganz 
besondere Eignung des Carcinomgewebes in dieser Richtung hin er- 
wiesen zu sein scheint. 


Wenden wir uns nun der Besprechung der mit Lipoid vor- 
genommenen Behandlung zu. Die Darstellung der verwendeten Lipoide 
vollzog sich, wie in der vorigen Arbeit angegeben wurde. Die Immuni- 
sierung selbst erfolgte nach den Grundsatzen der Haptenimmunisierung 
durch Kombination mit Rinderserum. Es wurden zu jeder Injektion 
zunachst 50 mg Lipoid in der eben nétigen Menge absoluten Alkohols 
gelist, hierauf in 2,5 cem zum Sieden erhitzte physiologische Kochsalz- 
lésung tropfenweise eingetragen, die resultierende bestandige Emulsion 
nunmehr mit 2,5cem zehnfach verdiinnten Rinderserums gemischt 
und intravenés injiziert. Auch hier erfolgte die Untersuchung des 
Serums auf Lipoidauslésung unmittelbar vor dem Versuch und, nachdem 
in dreitigigen Intervallen vier bis fiinf Injektionen vorgenommen 
worden waren, ein zweites Mal 8 Tage nach der letzten Injektion. 
Wenn auch das Ergebnis einen viel geringeren Prozentsatz an Um- 
schlagen des Kurvencharakters gezeitigt hat als das Arbeiten mit 
nativen Carcinomzelien, so ist unseres Erachtens an dem Charakter 
des Resultats deswegen nicht zu zweifeln, weil, wie oben besprochen, 
die Serumuntersuchung von 36 unbehandelten Kaninchen niemals eine 
Carcinomkurve aufwies. Daher ist auch die in der Halfte der Fille 
erzielte Umwandlung bestimmt auf Kosten der Behandlung zu setzen. 
Ob freilich die Spezifitat des Carcinomlipoids gegeniiber anderen Organ- 
lipoiden hier ebenso groB ist, wie es in den Zellversuchen zu sein scheint, 
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kann mit Riicksicht auf die zu geringe Anzahl von mit Leberlipoid 


injizierten Kontrolltieren noch nicht sicher behauptet werden. Immerhin 
scheint uns das Ergebnis, daB von vier mit Leberlipoid behandelten 
Tieren keines eine Kurvenumwandlung zeigte, vorliufig in diesem 
Sinne zu sprechen. 

Zur Vermeidung von Mifverstandnissen wollen wir bemerken, 
daB die eben besprochenen Versuche mit der Lipoidauslésungs- 
methodik (5), bei der als Substrat der Reaktion native Zellen ver- 
wendet werden, angestellt wurden. Analoge Versuche mit der Lipoid- 
lésungsmethodik (unter Verwendung von isoliertem Lipoid, s. vorher- 
gehende Arbeit) sind vorderhand in zu geringer Zahl ausgefiihrt. 

Was ferner die Frage nach der Bestandigkeit der einmal erzielten 
Umwandlung anlangt, so konnten wir uns iiberzeugen, dab die Carcinom- 
kurve nach Aufhéren der Injektionen gew6éhnlich noch einige Wochen 
anhalt, meistens aber schon nach etwa 4 Wochen wieder der Norma! 
kurve Platz macht. 

Bei der groBen Bedeutung, die dem Retikuloendothe! heute in 
bezug auf die Carcinogenese tberhaupt, die diesbeziiglichen Lmmunitits 
phaénomene [Caspari (6), Ottensooser (7)| und die cytolytische Reaktion 
[Waterman (8), Zacherl (9)] im besonderen zugesprochen wird, muS auch 
der Einflu8 einer Blockierung dieses Systems auf den Kurvenverlauf fest 
gestellt werden. Derartige Untersuchungen sind im Gange. Es ist méglich, 
daB sie einen weiteren Beitrag zur Frage der Entstehung der Carcinom 
kurven und der Rolle des Retikuloendothels in der Pathologie des Carcinoms 
liefern werden. 

AbschlieBend méchten wir noch einigen Uberlegungen iiber die 
hier erhobenen Befunde Raum geben. Da es uns gelungen ist, den 
Kurvencharakter des Ausgangszustandes durch unsere Behandlung mit 
Carcinommaterial in einer sonst fiir das Carcinom charakteristischen 
Weise zu andern, glauben wir, mit diesen Ergebnissen zunachst einen 
Beitrag zu einer Entstehungsméglichkeit der Carcinomkurven geliefert 
zu haben. Wir lassen es dahingestellt, ob das von uns beobachtete 
Verhalten in die Gruppe der Antigen-Antikérper-Reaktionen der 
Serologie gehért, da wir uns ja nicht der dort iiblichen Arbeitsweise 
(Komplementbindung usw.) bedient haben. Wir halten es aber im 
Sinne des eingangs der Arbeit Gesagten fiir méglich, daB durch unsere 
Befunde eine Briicke geschlagen ist, die von der cytolytischen Reaktion 
iiber die Lipoidauslésungsreaktion zu den Lipoidantigenreaktionen fiihrt 
und so bisher zusammenhanglose Gebiete des Carcinomproblems in 
einen innigeren, dem Verstandnis und der weiteren Forschung dienlichen 
Kontakt bringt. Eine Anregung fiir weitere Untersuchungen ergibt 
sich endlich aus der Frage, ob die Carcinomkurve analog den Auf- 
fassungen von Freund-Kaminer bei der cytolytischen Reaktion irgend- 
etwas mit der Disposition zum Carcinom zu tun hat; denn wenn 
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wirklich das abnehmende carcinolytische Vermégen, das in unseren 
Carcinomkurven zum Au-druck kommt, eine Begiinstigung des 
Carcinomwachstums zur Folge hatte, dann wiirde nach unseren Fest- 
stellungen beim Krebskranken eine Reaktion ablaufen, die das Fort- 
schreiten der Krankheit nicht nur nicht hemmt, sondern sogar férdert. 
Es wird daher Aufgabe weiterer Untersuchungen sein, die Empfanglich- 
keit solcher Tiere, bei denen experimentell eine Carcinomkurve erzeugt 
wurde, fiir Tumorwachstum verschiedener Art zu priifen. 


Zusammenfassung. 


Es ist gelungen, bei Kaninchen, deren Sera vorher normale Lipoid- 
auslésungskurven (s. die friiheren Arbeiten der Autoren) aufwiesen, 
durch intraperitoneale Injektionen von menschlichen Carcinomzellen 
bzw. durch intravenédse Injektionen von aus menschlichen Tumoren 
isoliertem Lipoid Kurven zu erhalten von der Art, wie sie sonst beim 
carcinomkranken Menschen gefunden werden. Kontrolluntersuchungen 
mit normalen Zellen bzw. Normallipoid sprechen zumindest fiir eine 
ziemlich hohe relative Spezifitat der Carcinomsubstanzen. Aus diesen 
Befunden ergeben sich interessante Ausblicke auf Entstehungsmdglich- 
keiten der Carcinomkurven und ihre allfillige pathogenetische Be- 
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Fermente und Blutgruppen. II’. 


Von 
F. Schiff und G. Weiler. 


(Aus der bakteriologischen Abteilung des Staédtischen Krankenhauses im 
Friedrichshain, Berlin.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1931.) 


In unserer ersten Mitteilung? haben wir einige nahere Angaben 
iiber die von Schiff und Akune® beschriebene zerstérende Wirkung von 
Stuhlaufschwemmungen auf die Gruppensubstanzen gemacht. Uber 
die Natur des zerstérenden Agens lieB sich etwas absolut Sicheres 
noch nicht sagen, in Ubereinstimmung mit Schi/f und Akune konnte 
aber vermutet werden, daB es sich bei dem Agens um ein kérpereigenes 
Ferment handelt. Im folgenden sollen Beobachtungen iiber das Ver- 
halten des Agens gegeniiber einigen Chemikalien mitgeteilt werden. 

Als agenshaltiges Substrat wurden Aufschwemmungen von normalen 
menschlichen Fazes in physiologischer Kochsalzlésung benutzt. Die 
Herstellung der Aufschwemmungen ist in der ersten Mitteilung be- 
schrieben. Die Aufschwemmung wurde im Kiihlschrank bei etwa + 8° 
aufbewahrt. Sie behielt im allgemeinen ihre Wirksamkeit zumindest 
8 Tage quantitativ unverandert bei. 

Die Wirkung des Agens wurde in dem in der ersten Mitteilung schon 
beschriebenen Peptonversuch gepriift. Es kam eine Lésung von Pepton- 
Witte zur Verwendung. Das gebrauchte Praéparat hemmte in der Menge 
0,0001 die Gebrauchsdosis des A-spezifischen Schafimmunhémolysins voll- 
standig, wahrend andersartige Schafimmunsera nicht beeinfluBt wurden. 
Zur Priifung der Stuhlaufschwemmung auf die Anwesenheit von ..Agens*‘‘ 
wurde 0,1 cem Stuhlaufschwemmung mit 1,0 cem einer 0,5°,igen Pepton- 
lésung vermischt (Gesamtvolumen 2,0 ecm). In 0,1 cem des Gemisches ist 


? Mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft. 


2 Diese Zeitschr. 235, 454, 1931. 
3 Miinch. med. Wochenschr. 1931, S. 5657. 
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zu Anfang des Versuchs ein Mehrfaches der die A-spezifische Schafhamolyse 
sicher hemmenden Dosis enthalten. Nach zweistiindiger Bebriitung bei 37° 
wird jedoch von 0,1 cem des Gemisches keinerlei Hemmungswirkung mehr 
ausgeiibt, sofern der Stuhl wie das normalerweise stets der Fall ist 
das Agens in ausreichenden Mengen enthalt. Bei derartigem Schwund der 
Peptonhemmungswirkung sprechen wir kurz von einer Zerstérung oder 
einem Abbau der A-artigen Substanz des Peptons (Rezeptor A, von Schiff 
und Adelsberger'), obwohl wir uns bewuBt sind, daB wir iiber den chemischen 
Vorgang in Wirklichkeit nichts aussagen kénnen, so lange die chemische 
Natur der Substanz A, nicht bekannt ist. 

Der EinfluB chemischer Substanzen wurde nun in doppelter Weise 
untersucht: einmal wurde gepriift, ob das Agens in Kontakt mit der 
Substanz seine Wirksamkeit verliert, zweitens aber war zu untersuchen, 
ob die Abbaureaktion durch die Substanz gehemmt wird. 


I. Die Resistenz des Agens gegeniiber chemischen Einfliissen. 


Bestimmte Mengen der Stuhlaufschwemmung, im allgemeinen 
1,0 cem, wurden mit 1,0 ccm der zu untersuchenden Lésung gemischt 
und iiber Nacht (etwa 20 Stunden) kiihl aufbewahrt (bei etwa 5°). 
Die Aufbewahrung erfolgte in der Kalte, um eine spontane Abschwachung 
des Agens zu vermeiden. Nach 20 Stunden wurden 0,1 ccm entnommen, 
zu 1,0 cem einer 0,5°,igen Peptonlésung zugesetzt (Gesamtvolumen 
2,0cem). Das. Gemisch wurde 2 Stynden bei 37° im Brutschrank be- 
bbiitet. Alsdann Priifung auf Peptongehalt im Hamolysehemmungs- 
versuch wie oben angegeben. Der Versuch zerfallt also in drei Phasen: 
erstens die Zeit des Kontaktes zwischen Stuhlaufschwemmung und der 
zu priifenden Lésung, zweitens den Peptonversuch, wobei die Stuhl- 
aufschwemmung auf das Pepton einwirkt, drittens den Hamolyse- 
versuch, der zur Priifung dient, ob das Pepton seine gruppenspezifisch 
hemmende Wirkung unter dem Einflu8 der Stuhlaufschwemmung 
verloren hat. Kommt es zur Himolyse, so ist das Agens intakt geblieben, 
unterbleibt die Hamolyse, so hat die zu untersuchende Lésung das 
Agens geschadigt oder zerstért. 

Zur richtigen Bewertung der Versuchsergebnisse sind verschiedene 
Kontrollen notwendig. 


a) Kontrolle der Stuhlaufschwemmung. 
(,, Agenskontrollen*.) 


Man vergewissert sich, daB die verwendete Stuhlaufschwemmung an 
sich nicht haémolytisch wirkt, daB sie die Immunhamolyse nicht hemmt 
(eine A-spezifische Hemmung durch Stuhl von durchfallkranken Personen 
der Gruppe A haben Schiff und Akune beschrieben), und daB eine kraftige 
Abbauwirkung gegeniiber der Substanz A, des Peptons vorhanden ist. 


1 Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 16. 
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b) Kontrolle der zu untersuchenden chemischen Substanzen. 
(,.Substanzkontrolle**.) 
Die zu untersuchenden Substanzen diirfen nicht bereits an sich hamo- 


lytisch wirken oder die Immunsera hemmen. Auch miissen sie allein an- 
gewandt die Substanz A, des Peptons intakt lassen. 


Die Konzentrationen der zu untersuchenden Substanzen in den Kon- 
trollen miissen denen des Hauptversuchs entsprechen. Da im Hauptversuch 
das Ausgangsgemisch (Stuhlaufschwemmung -+- zu untersuchender Lésung) 
zweimal, naémlich beim Ubergang vom Kontaktversuch zum Peptonversuch 
und dann von diesem zum Hémolyseversuch, jeweils 20fach verdiinnt 
wird, so ist das Ausgangsgemisch im Haémolyseversuch schlieBlich 400fach 
verdiinnt. Hierauf ist bei den Substanzkontrollen (s. oben) Riicksicht zu 
nehmen. 


Ergibt sich bei einwandfreien Kontrollen, da®B die zu untersuchende 
Substanz die Abbauwirkung des Agens aufgehoben hat dies zeigt sich 
durch Ausbleiben der Haémolyse im Hauptversuch -, so ist noch imme 
nicht ohne weiteres entschieden, ob das Agens im Kontakt versuch unwirksam 
gemacht wurde oder ob etwa nur eine Hemmung der Abbaureaktion in dem 
anschlieBenden Peptonversuch vorlag. Am sichersten laBt sich diese zweite 
Méglichkeit ausschalten, wenn die betreffende Substanz vor Anstellung 
des Peptonversuchs entfernt werden konnte. Die Entfernung eriibrigt sich 
aber, wenn die im Peptonversuch mitgefiihrten Substanzmengen ohne Ein- 
fluB sind, was durch einen besonderen Kontrollversuch leicht zu priifen ist. 

In folgenden Lésungen war das Agens nach 20 Stunden noch voll oder 
nahezu voll wirksam: Chinin. hydrochl. 0,56°,1, KCN 0,5°,, Formalin 
(30° ig) 1,0°%, Thymol 0,1°%, Atoxyl 0,1°,, Acid. carbol. liq. 0,1° 5, 
ferner hielt sich das Agens in Chloroformwasser und in Glycerin. Auch 
langere Einwirkung schadet nicht; so war in Formalin das Agens noch 
nach 9 Tagen erhalten. 

Die angegebenen Konzentrationen sind méglicherweise nicht die 
héchsten, die das Agens vertragt. Eine Priifung der Resistenz gegeniiber 
héheren Dosen war aus versuchstechnischen Griinden (z. B. Hamolyse 
durch die betreffende Lésung selber) nicht immer mdglich, bot aber 
auch prinzipiell kein Interesse. 

Einzelne Substanzen (z. B. Phenylhydrazin) waren noch in so 
starken Verdiinnungen haimolytisch, daB auf ihre Untersuchung ver- 
zichtet wurde; andere (z. B. ein Goldpriparat) erwiesen sich in so 
kleinen Mengen als antihimolytisch, daB der EinfluB auf das Agens 
nicht gepriift werden konnte. 

Unter den aufgefiihrten Substanzen finden sich starke Desinfi- 
zienten. DemgemdaB gelingt es leicht, Stuhlaufschwemmungen zu erhalten. 
welche hei ungeschwichtem Abbauvermdgen steril sind. Die Abbau- 


1 Die saure Reaktion einiger Lésungen (Chinin, Formalin) war also 
" 


ohne EinfluB auf das Agens. Bei starkeren hier nicht erreichten Saure 
graden wird das Agens nach friiheren Versuchen zerstért. 
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wirkung ist also bestimmt nicht an die Anwesenheit lebender Bakterien 
gebunden. 

Geschddigt, vermutlich zerstért, wurde das Agens durch Sublimat 
und Hg. oxycyan. in 0,01°%,iger Lésung, durch CuSO, und AgNO,, 
0,1°,ig, FeCl, und ZnCl, 1° ig. 


II. Beeinflussung der Abbaureaktion durch Chemikalien, 


Die Versuchsanordnung, insbesondere auch die Kontrollversuche, 
wurden nach dem gleichen Schema angesetzt, wie bei der ersten Versuchs- 
reihe, nur entfiel jetzt naturgemaB der Kontaktversuch. Es wurde also 
im ersten Stadium die zu untersuchende Substanz sofort mit der Stuhl- 

‘aufschwemmung und der Peptonlésung gemischt. Das Gemisch (Ge- 
samtvolumen 2,0 ccm) kam auf 2 Stunden in den Brutschrank (37°), 
alsdann wurde untersucht, ob 0,1 cem des Gemisches die A-spezifische 
Schafhimolyse noch hemmten. 

Die Agenswirkung wurde nicht beeinfluBt durch Chinin. hydrochl., 
Cocain, Atoxyl, Sympatol, Phenol in 0,1 °,iger Lésung. Gehemmt wurde 
die Reaktion durch KCN, 0,05°,ig, sowie durch Salicylsaiure, 0,1 ° ig. 

Zusammenfassend sei die Hemmung der Abbaureaktion durch 
Cyankali, die Empfindlichkeit des abbauenden Agens gegen sehr kleine 
Mengen von Schwermetallsalzen, die Resistenz des Agens gegen eine 
Anzahl anderer biologisch differenter Stoffe hervorgehoben. Dieses 
Verhalten weist ebenso wie die friiher mitgeteilten Tatsachen daraufhin, 
da8 der Abbau der Gruppensubstanzen bzw. des Rezeptors A, durch 
ein Ferment bewirkt wird. Wir schlagen vor, dieses Ferment kurz als 
Blutgruppenferment zu bezeichnen. Dabei muB es natiirlich zunachst 
noch offen bleiben, ob es nur ein einziges einheitliches Blutgruppen- 
ferment gibt oder ob mehrere nach ihrem Fundort und ihrem Angriffs- 
punkt verschiedene Blutgruppenfermente anzunehmen sind. Die 
Untersuchungen werden fortgesetzt. 























Zur Frage / 
nach dem Vorkommen proteolytischer Fermente im Serum. 


Entgegnung an W. J. Fuchs und M. y. Falkenhausen. 
(Diese Zeitschr. 237, 87, 1931.) 


Von 
J. Wohigemuth. 


(Eingegangen am 19. August 1931.) 


Dr. K. Yokota war von mir beauftragt, zu untersuchen, ob die 
von Fuchs mitgeteilte Beobachtung zutrifft, daB das Serum von 
-atienten mit sicher vorhandenem malignen Tumor in etwa 97%, der 
Falle normales Fibrin abbaut, und ob auch das Serum von Luetikern, 
wie Fuchs angab, einen Fibrinabbau bewirkt. Yokota war trotz aller 
von ihm darauf verwandten Miihe in keinem einzigen Falle dieser 
Nachweis gelungen. Fuchs und v. Falkenhausen greifen nun diese 
Versuchsergebnisse an, und da Yokota bereits wieder in seiner Heimat 
ist, fiihle ich mich verpflichtet, ihnen auf ihre Einwande zu antworten. 

Was zunachst die Reinigung der Fibrine anbetrifft, so sind dieselben 
von Yokota mit gréBter Sorgfalt unter Beobachtung aller Kautelen 
bereitet worden, und alle Bemangelungen von Fuchs und v. Falken- 
hausen sind hierin hinfallig. 

Fuchs und v. Falkenhausen priften ihre Fibrine auf Brauchbarkeit 
mit ,,sicher negativen und positiven Seren’, und wenn die Fibrine 
..8chlechte Resultate’’ ergaben, vermutlich also das entgegengesetzte 
Resultat, als von ihnen erwartet wurde, so wurden sie verworfen. 
Ich halte ein solches Vorgehen im Interesse einer objektiven Klar- 
stellung einer Frage fiir unzulassig. 

Wenn man vollig unvoreingenommen an die Frage herantritt, 
bleibt fiir die Brauchbarkeit des Fibrins nur das eine Kriterium, dab 
ein solches Praparat so sorgfaltig gereinigt sein muB, daB es schlieBlich 
an destilliertes Wasser keine akoagulablen und abiureten Produkte 
mehr abgibt. Erfillt ein Fibrin dieses Postulat, so kann gegen seine 
Verwendung nichts eingewandt werden, auch wenn es gegen ,,sicher 


negative Seren“ sich positiv und gegen ,,sicher positive Seren* sich 
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durchaus negativ verhalt, also im Sinne von Fuchs und v. Falkenhausen 
ein ,,schlechtes Resultat‘ liefert. Ein solches Fibrin deshalb aus den 
Versuchen auszuschalten, ist meines Erachtens nicht statthaft. 

Natiirlich ist es aber fiir die Entscheidung der Frage, ob ein Serum 
imstande ist, Fibrin abzubauen, unerlaBlich, daB man neben dem Haupt- 
versuch (Fibrin +- Serum) cine Kontrolle mit Fibrin + physiologischer 
Kochsalzlésung mitlaufen laBt. Gerade die Versuche von Yokota 
beweisen ja, welchen Irrtiimern man ausgesetzt ist, wenn man diesen 
wichtigen Punkt auBer acht laBt. Diese eigentlich ganz selbstverstand- 
liche Kontrolle haben Fuchs und v. Falkenhausen in keinem ihrer Ver- 
suche ausgefiihrt und sind deshalb zu ganz falschen Resultaten ge- 
kommen. Denselben Vorwurf muB man auch gegen die Versuchs- 
anordnung von C.G. Wolf erheben, auf den sich Fuchs und v. Falken- 
hausen berufen. 

Hatte Yokota diese Kontrollen nicht ausgefiihrt, so hatte man 
auch aus seinen Versuchen (s. Tabelle IV und VI) folgern miissen, 
daB Carcinomserum und Luetikerserum normales Menschenfibrin 


abbaut. Das wire aber ein TrugschluB gewesen. 





Schnellverfahren zur billigen Darstellung von Phenylglyoxal. 


Von 
Carl Neuberg und Eduard Hofmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Vor einiger Zeit haben wir mitgeteilt!, daB die bis dahin mit 
Schwierigkeiten verbundene Bereitung von Phenylglyoxal leicht und 
sicher gelingt, wenn man Isonitroso-acetophenon mit Nitrosyl-schwefel- 
sdure behandelt. Die im folgenden angegebene Vorschrift macht die 
Verwendung von Nitrosyl-sulfat iiberfliissig. Die Bleikammerkristalle 
sind zwar leicht erhaltlich, besonders wenn man den beim Einleiten 
von SO, in rauchende HN O, entstandenen Kristallbrei auf einer Jenaer 
Glasfilternutsche von der iiberschiissigen Salpetersiure trennt und erst 
dann auf Tontellern trocknet. Will man eine kleine Verschlechterung 


der Ausbeute in Kauf nehmen, so kann man einfach mit Natriumnitrit 


und Schwefelsiure arbeiten. 

Bei diesem Vorgehen betragt die Ausbeute 35 bis 37%, gegen 43°, 
der Theorie nach unserer friiheren Anweisung. 

Seit Veréffentlichung derselben hat M. Henze* einen Beitrag zu 
dieser Frage geliefert. Der Autor hat unsere Angaben bestitigt und 
den Ertrag, den wir mit Nitrosyl-schwefelsiure erreicht haben, gleich- 
falls erzielt. Er schligt als eine andere Arbeitsweise die mit 60°, Aus- 
beute durchfiihrbare Oxydation des Benzoylearbinols zum Keton- 
aldehyd vor: er glaubt, daB diese Reaktion gegeniiber unserem Ver- 
fahren den Vorzug verdiene, zumal das von uns als Lésungsmittel 
angewandte Dioxan nicht im Handel sei. Diese Annahme trifft jedoch 
nicht zu. Die J.G. Farbenindustrie bringt Dioxan schon seit 1926 als 
jedem zugingliches Produkt auf den Markt*. Die Methodik Henzes 
ist, soweit wir sehen, dem Wesen nach identisch mit der von J. U’. Nef*, 


! ©. Neuberg u. E. Hofmann, diese Zeitschr. 229, 443, 1930. 

2 M. Henze, H. 198, 82, 1931. 

3 Auskunft der I.G. Farbenindustrie A.-G., Verkaufsabteilung L. 
Siehe auch das von der genannten Firma herausgegebene Buch: Lésungs- 
mittel und Weichmachungsmittel, S. 66. 

4 J.U. Nef, Ann. 335, 271, 1904; siehe auch Beilstein, 4. Aufl., 7, 
671, 1925. 
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die in der Oxydation von Benzoyl-carbinol mit Cupriacetat besteht 
und die nach W. Denis! auch zur analogen Verwandlung von Acetol 
in Methylglyoxal herangezogen werden kann. Nef beziffert die Aus- 
beute bei der Oxydation des Benzoylcarbinols mit wasserigem Kupfer- 
acetat bis auf 80°; Henze hat tiber 60°, berichtet. 

Wenn man unser Verfahren und das der Carbinoloxydation mit 
Kupferacetat gegeneinander abwigen will, so glauben wir, daB die 
Darstellung des Phenylglyoxals aus dem Isonitroso-acetophenon in 
der Laboratoriumspraxis den Vorrang insofern beanspruchen darf, 
als sie schneller ausfiihrbar und wohlfeiler ist. Es handelt sich im 
ganzen nur um zwei Operationen, um die Nitrosierung des Aceto- 
phenons zum Isonitroso-acetophenon und um dessen Zerlegung mit 
salpetriger Siure. Selbst der Ungeiibte erhalt bequem 50% der theoreti- 
schen Menge Isonitroso-acetophenon? und aus diesem die oben er- 
wahnten Ausbeuten an Phenylglyoxal. Der von Henze empfohlene Weg 
ist erheblich linger und hat folgende Strecken: Acetophenon —~> @-Brom- 
acetophenon — Benzoylearbinol-acetat > Benzoylearbinol — Phenyl- 
glyoxal. 

Nach W. Evans* betragt die Ausbeute* an Benzoylcarbinol-acetat 
bei der Darstellung aus w-Bromacetophenon 80°. Aus 89 g Benzoyl- 
carbinol-acetat erhielt er 49 g Benzoylcarbinol (Theorie 68 g) oder 72% 

' 80 . 72 
Ausbeute, demnach aus dem w-Bromacetophenon 100 > 57,6°, der 
Theorie an Benzoylearbinol. 1 kg w-Bromacetophenon kostet RM 82,50, 
lkg Acetophenon RM 12,— (Kahlbaum).  Erheblich ist auch die 
Zeitersparnis bei unserem Vorgehen. Man gelangt mit ihm zum Phenyl- 
glyoxal miihelos in 2 Tagen. Man oximiert das Acetophenon, filtriert 
das zunachst entstandene Natriumsalz der Isonitroso-verbindung nach 
12 Stundén ab, zerlegt es mit Essigsiure und saugt ab. Das Produkt 
ist dann, namentlich wenn es mit etwas Petrolither gewaschen wird, 
fiir die direkte Verwandlung in Phenylglyoxal rein genug. 

15g dieses Materials werden in 60 ccm Dioxan gelést und all- 
mahlich mit 40 cem 20°, iger Schwefelsiure versetzt, wobei keine Ent- 


1 W. Denis, Amer. Chem. Journ. 38, 561, 1907. — Das gleiche Verfahren 
haben W. L. Evans u. C. W. Waring (Journ. Amer. Chem. Soc. 48, 2678, 
1926), ferner A. Th. Kiichlin u. J. Béeseken (Rec. 47, 1011, 1928) sowie 
W.0O. Kermack, Ch.G. Lambie u. R.H. Slater (Biochem. Journ. 23, 410, 
1929) fiir die Oxydation eines anderen Ketonalkohols benutzt. 

2 L. Claisen u. O. Manasse, B. 20, 2194, 1887. 

3 W. L. Evans, Amer. Chem. Journ. 35, 121, 1906; Chem. Centralbl. 
1906, I, 1092. 

* Sie 14Bt sich nach einer brieflichen Mitteilung von Herrn Henze 
verbessern. 
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mischung eintreten darf. Man erwirmt auf 50°, gibt einige Siede- 
steinchen und 9g Natriumnitrit in 20 ccm Wasser in zwei bis drei 
Anteilen hinzu. Bei bestaéndigem Umechiitteln tritt lebhafte Gas- 
entwicklung ein. Aufarbeitung wie friiher von uns angegeben. Nutzt 
man die Nacht zur Abscheidung des Isonitroso-acetophenon-natriums 
aus, so laBt sich Phenylglyoxal sogar innerhalb 24 Stunden erhalten. 


Die Brauchbarkeit des Verfahrens hat inzwischen Fraulein 
Cl. Ostendorf im hiesigen Institut weiter belegt; sie konnte auf gleiche 
Weise p-Methyl-acetophenon mit guter Ausbeute in p-Tolylglyoxal 
uberfiihren. 
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